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Résumé (français) :  
L'analyse chromosomique sur puce ADN (ACPA) tend à devenir le principal examen diagnostique 
dans la déficience intellectuelle (DI). Parmi les techniques d'ACPA, les puces SNP ont l'intérêt de 
pouvoir détecter les pertes d'hétérozygotie, et par conséquent d’identifier les isodisomies 
uniparentales (iUPD) et les zones d'identité liées à la consanguinité. Nous avons étudié une cohorte 
de 1 187 patients atteints de DI, dans un cadre diagnostique, sur puces SNP. Nous avons réalisé, par 
cette étude, 145 diagnostics (12%) dont 2 iUPD et 6 délétions n'incluant qu'un seul gène. De plus, 
nous avons détecté 639 CNV rares non décrits chez des sujets contrôles et incluant des séquences 
codantes, ce qui nous a permis d'identifier 11 gènes candidats dans la DI : CAMTA1, SP3, CNTNAP4, 
NUDT12, STXBP6, DOCK8, DOCK10, SMARCA2, NYAP2, ATAD3A et ATAD3B. Nous avons tenté de 
valider l'implication de ces gènes par séquençage, mais n'avons trouvé de seconde mutation pour 
aucun d'entre eux. Toutefois, des réarrangements de CAMTA1 ont été retrouvés dans 2 autres 
familles avec un phénotype homogène (DI et ataxie congénitale) ce qui nous a permis d’affirmer qu'il 
s'agit d'un gène de DI. Par ailleurs, l'homozygosity mapping, réalisé avec puces SNP, a identifié, par 
séquençage whole exome, une mutation non-sens homozygote du gène BUD13 dans une famille de 
DI syndromique. Enfin, de façon fortuite, nous avons caractérisé en ACPA une translocation familiale 
entraînant une disruption d'un gène d'ataxie spino-cérébelleuse, ATXN10, ce qui a permis de mieux 
comprendre la physiopathologie de cette maladie. Au total, notre étude démontre l'intérêt des puces 
SNP dans la DI, d'une part en diagnostic et d'autre part pour l'identification de nouveaux gènes 
responsables de DI.  
 
Title: Intellectual disability: from microarray diagnosis to the identification of candidate genes 
 
Abstract:  
Chromosomal Microarray Analysis (CMA) has become the main diagnostic test in the field of 
intellectual disability (ID). Among CMA techniques, SNP arrays have the advantage of identifying 
losses of heterozygosity in addition to Copy Number Variants (CNVs). Therefore they can detect 
uniparental isodisomies (iUPD) and regions of identity by descent. We screened a cohort of 1,187 
patients with ID, in diagnostic setting, by CMA using SNP arrays. Causal abnormalities, including 2 
iUPDs and 6 deletions comprising only one gene, were detected in 145 patients (12%). Moreover we 
found 639 rare CNVs, absent from control individuals, which included coding sequences. Our results 
allowed us to identify 11 genes possibly involved in or contributing to ID: CAMTA1, SP3, CNTNAP4, 
NUDT12, STXBP6, DOCK8, DOCK10, SMARCA2, NYAP2, ATAD3A and ATAD3B. We then screened 
additional patients with similar phenotypes in order to find a second mutation, but no second 
mutation was identified in any of them. Besides, CAMTA1 rearrangements were also found among 
two other families with homogeneous phenotypes (ID and congenital ataxia), which confirms that 
this gene is involved in ID. Furthermore, thanks to homozygosity mapping made possible by SNP 
arrays combined with exome sequencing, we identified a homozygous nonsense mutation in the 
BUD13 gene, in a family with syndromic ID. Finally we incidentally characterized a familial 
translocation resulting in the disruption of ATXN10, a gene responsible for spinocerebellar ataxia. 
This translocation has helped to better understand the pathophysiology of the disease. Overall, our 
study shows the importance of SNP arrays for the molecular diagnosis of ID and as a tool to identify 
genes responsible for ID. 
 
Mots clés (français) : déficience intellectuelle, puces SNP, séquençage de l'ADN. 
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Avertissement 
- L'expression "déficience intellectuelle" sera, dans ce mémoire, préférée par 
défaut, à la formule "retard mental", qui sera cependant employée, dans un sens 
totalement identique, lorsque référence sera faite à un article qui utilise ce terme.  
 
- Toutes les coordonnées génomiques sont données selon la build 37/hg19 sauf 
si précisé différemment. 
 
- Toutes les formules chromosomiques sont données selon la nomenclature 
ISCN2013 (éditions Karger, Bâle, Suisse). 
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1. La déficience intellectuelle  
 
Ce travail de thèse a porté sur des patients atteints de déficience intellectuelle (DI) : à partir de 
l'enquête diagnostique effectuée en analyse chromosomique, nous avons eu comme objectif 
l'identification de gènes candidats.  
Dans cette première partie, nous ferons le point sur les données actuelles concernant la DI : 
les différentes définitions, un rappel historique, les classifications, l'épidémiologie et les 
différentes étiologies. Nous nous intéresserons ensuite plus spécifiquement aux étiologies 
génétiques connues : les causes chromosomiques, géniques et liées à l'empreinte. Enfin, nous 
examinerons les chevauchements génétiques entre la DI et les autres troubles 
neuropsychiatriques, en particulier les troubles du spectre autistique (TSA).  
 
1.1. La déficience intellectuelle : généralités  
1.1.1. Définitions de la déficience intellectuelle 
Il existe plusieurs définitions de la déficience intellectuelle (DI), anciennement dénommée 
retard mental (RM).  
 
1.1.1.1. Définition de l'APA 
La définition de l'American Psychiatric Association (APA), donnée dans le manuel DSM-5, 
est celle qu'on utilise le plus souvent aux Etats-Unis et dans la littérature scientifique. La DI y 
est définie comme une faiblesse généralisée des capacités mentales avec un impact sur le 
fonctionnement adaptatif dans 3 domaines différents :  
- le domaine conceptuel qui inclut le langage, la lecture, l'écriture, les mathématiques, le 
raisonnement, les connaissances, la mémoire, le temps, l'espace, l'argent ; 
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- le domaine social qui se réfère à l'empathie, la responsabilité sociale, le jugement 
social, les compétences de communication interpersonnelle, la méfiance/naïveté 
appropriée, la capacité à créer et maintenir des relations amicales, la capacité à 
résoudre les problèmes sociaux ; 
- le domaine pratique qui se focalise sur l'autonomie : hygiène, utilisation de moyens de 
transport, responsabilités professionnelles, gestion du budget, gestion de  l'emploi du 
temps, organisation du travail, etc. 
Il n'y a pas de notion d'âge limite dans la définition du DSM-5, mais les symptômes doivent 
survenir durant la période du développement. 
 
1.1.1.2. Définition de l'AAIDD 
Pour l'American Association on Intellectual and Developmental Disabilities (AAIDD), la DI 
se définit comme une déficience caractérisée par une limitation significative du 
fonctionnement intellectuel et du comportement adaptatif, touchant les compétences pratiques 
et sociales de la vie de tous les jours. La déficience doit débuter avant l'âge de 18 ans. 
Le fonctionnement intellectuel se réfère aux capacités mentales générales comme 
l'apprentissage, le raisonnement, la résolution de problèmes, etc. Le fonctionnement 
intellectuel est habituellement mesuré par le QI. 
Le fonctionnement adaptatif comprend les 3 mêmes domaines de compétences que ceux de la 
définition du DSM-5 (cf. 1.1.1.1.) : compétences conceptuelles, sociales et pratiques. 
Le diagnostic de DI doit également prendre en compte l'environnement communautaire et 
culturel ainsi que la diversité linguistique. 
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1.1.1.3. Définition de l'OMS 
Dans la Classification Internationale des Maladies (CIM-10) de l'Organisation Mondiale de la 
Santé (OMS), la DI, encore appelée « retard mental » (RM), est définie comme un 
développement arrêté ou incomplet du fonctionnement mental, caractérisé essentiellement par 
une altération, durant la période du développement, des facultés qui déterminent le niveau 
global d'intelligence, c'est-à-dire des fonctions cognitives, du langage, de la motricité et des 
capacités sociales.  
Cette classification a été la plus utilisée en Europe, mais elle est relativement ancienne (1990). 
La prochaine définition de la DI dans la CIM-11, prévue pour 2015, devrait se rapprocher de 
celles de l'APA et de l'AAIDD.  
Il est déjà prévu que l'expression RM soit abandonnée au profit d'une autre terminologie 
(Salvador-Carulla et al. 2011).  
 
1.1.2. La déficience intellectuelle vue par la société au cours de l'histoire 
La vision qu'on a de la DI a varié au cours de l'histoire ; elle a tantôt été considérée comme 
une maladie, tantôt comme un handicap. De nombreux termes ont été utilisés pour désigner 
les individus DI, le plus souvent neutres à l'origine, puis devenus péjoratifs par leur usage : 
"idiots", "faibles d'esprits", "retardés mentaux", "crétins" ; et ceux-ci ont parfois été vus de 
façon positive comme réceptacles de la parole divine, ou avec indulgence comme des enfants 
ou comme objets de pitié. Mais le plus souvent on les a considérés de façon négative comme 
"malades mentaux", voire comme un poids et une menace envers la société. 
La plus ancienne référence connue à la DI a été retrouvée à Thèbes sur un parchemin de 
l'Egypte ancienne datant de -1552 (Scheerenberger, 1983, Harris, 2006, Beirne-Smith et al. 
2006, Harbour, 2010). Durant l'Antiquité grecque et romaine, la DI était vue comme une 
punition divine et en conséquence, ceux qu'elle atteignait étaient victimes de maltraitance, 
voire mis à mort. Au Moyen-âge, les individus ayant une DI légère et intégrés socialement 
n'étaient pas différenciés du reste de la population. Ceux qui avaient une DI plus sévère 
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étaient soit objets de pitié et pris en charge par leur famille ou dans des monastères, soit 
confinés dans des asiles dont le seul but était leur retrait définitif de la société dite "normale". 
Avec la fin du Moyen-âge, les approches religieuses et mystiques pour expliquer la DI furent 
progressivement remplacées par une approche médicale plus "moderne".  
En 1690, le philosophe John Locke publia son « Essai sur l'entendement humain ». Il y 
réfutait le caractère inné des idées et y décrivait l'esprit à la naissance comme un contenant 
vide qui se remplit grâce à l'éducation et l'expérience. De ce fait, les troubles de l'esprit 
pouvaient se corriger grâce à une prise en charge appropriée. Il y faisait également, pour la 
première fois, la différence entre les "idiots" et les "fous". 
Le premier programme documenté de prise en charge de patients atteints de DI fut développé 
en France, en 1799, par le Dr Jean Itard, rendu célèbre par sa tentative d'éducation et 
d'insertion de "l'enfant sauvage", Victor de l'Aveyron. Itard était influencé par l'idée du 
philosophe John Locke selon laquelle c'était l'éducation et l'expérience qui faisaient l'esprit. 
Le Dr Edouard Séguin reprit les méthodes d'Itard, et établit le premier programme 
systématique d'éducation des « idiots », à l'Hôpital de la Salpêtrière à Paris. Pour lui, en effet, 
ils n'étaient pas atteints d'une maladie, mais avaient simplement été frappés d'un "arrêt du 
développement mental", avant ou après la naissance. Séguin émigra plus tard aux Etats-Unis 
où il établit plusieurs autres écoles pour éduquer les individus DI et fonda en 1876, 
l'Association of Medical Officers of American Institutions for Idiotic and Feebleminded 
Persons, aujourd'hui AAIDD. 
Avec le développement de ces approches scientifiques, le besoin d'outils pour identifier et 
évaluer de façon objective la DI se fit ressentir. Alfred Binet, chercheur à la Sorbonne et son 
étudiant, le Dr Théodore Simon, furent les premiers à proposer, en 1905, un test objectif afin 
de mesurer l'intelligence : l'échelle Binet-Simon qui est encore utilisée aujourd'hui dans une 
version révisée : l'échelle Stanford-Binet (cf. 1.1.3).  
Lors de la première partie du XIXème siècle, l'optimisme était prédominant quant à la 
perception qu'on avait des individus DI. On pensait que les chances de réhabilitation et 
d'intégration dans la société étaient élevées. Mais avec le temps, ces idéaux furent déçus. Si 
les patients bénéficiant des programmes de prise en charge systématique réalisaient de nets 
Keren Boris – Thèse de doctorat - Année 2013 
21 
progrès, cela ne leur permettait pas, néanmoins, de vivre une vie "normale", ce qui favorisa le 
développement des thèses eugénistes qui furent appliquées à la DI. 
L'eugénisme est une discipline inventée par Sir Francis Galton et visant à l'amélioration de la 
composition génétique de la population. Galton était disciple de Charles Darwin et il voulut 
adapter la théorie de l'évolution à l'espèce humaine. Dans "Le Génie héréditaire", il développa 
l'idée que l'intelligence étant héréditaire et que la société civilisée prenant soin des plus 
faibles, on empêchait ainsi la sélection naturelle de s'effectuer, ce qui entraînait une 
"régression vers la médiocrité". L'eugénisme visait à inverser ce phénomène afin de favoriser 
la sélection positive des individus les plus doués et la sélection négative des individus les 
moins doués. 
Les thèses eugénistes gagnèrent en popularité à partir de la fin du XIXème siècle et furent 
appliquées dans de nombreux pays : isolation, stérilisations et avortements forcés des 
personnes DI (mais également de celles souffrant d'autres handicaps ou appartenant à des 
populations considérées comme inférieures). L'application la plus extrême de l'eugénisme eut 
lieu, on s'en souvient, en Allemagne nazie, entraînant le meurtre d'individus DI. 
Depuis 1945, l'eugénisme a été abandonné et est aujourd'hui interdit par la Charte Européenne 
des Droits Fondamentaux. La majorité des pays ont aujourd'hui des lois qui protègent les 
individus DI et leur donnent des droits. 
 
1.1.3. Evaluation de la déficience intellectuelle 
1.1.3.1. Evaluation du fonctionnement Intellectuel 
Les tests évaluant le fonctionnement intellectuel sont les tests de QI. Ces tests portent sur :  
- le raisonnement ; 
- la résolution de problèmes ; 
- la pensée abstraite ; 
- la faculté de jugement ; 
- l'apprentissage théorique (académique) ; 
- l'apprentissage par l'expérience. 
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Les scores de QI sont empiriques et suivent une loi de distribution normale dans une 
population donnée, dont la moyenne est un score de 100 et la déviation standard (DS) est de 
15. Cette loi peut être représentée par une courbe de Gauss (figure 1) :  
Figure 1 : courbe de Gauss représentant la loi de distribution normale 
 
Source : Wikimedia Commons (avril 2007) 
 
Les tests de QI sont standardisés : l'objectif est de comparer des individus à d'autres individus 
d'une même population. Par conséquent, ils doivent être utilisés en fonction de l'âge et de la 
culture de la population dont fait partie l'individu testé.  
Dans une population donnée, 68,2% des individus ont un QI entre -1 DS et +1 DS, c'est-à-dire 
entre 85 et 115. Par ailleurs, 95.4% des individus ont un QI entre -2 DS et +2DS, c'est-à-dire 
entre 70 et 130. 
Classiquement, les 2,2% d'individus ayant un score de QI inférieur à 70 sont considérés 
comme ayant une DI, bien qu'officiellement, cette notion de seuil n'existe plus que dans la 
CIM-10, tandis qu'elle a disparu du DSM-5. 
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Les tests de QI comprennent 2 volets : l'un est verbal et l'autre porte sur les performances. Les 
résultats de l'une et l'autre partie peuvent diverger chez un même individu.  
L'utilisation de tests de QI est critiquée et débattue, mais on ne dispose pas actuellement 
d'autres tests validés mesurant les performances intellectuelles. 
De nombreux tests de QI différents existent. Les plus utilisés sont :  
- "Wechsler Adult Intelligence Scale" (WAIS) : à partir de 16 ans ; 
- "Wechsler Intelligence Scale for Children" (WISC) : entre 6 et 16 ans ; 
- "Wechsler Preschool and Primary Scale of Intelligence" (WPPSI) : entre 3 et 7 ans ; 
- Echelle de Stanford-Binet : entre 2 et 23 ans. C'est le test le plus ancien mais il n'est 
plus celui dont on se sert le plus communément. 
Avant l'âge de 3 à 5 ans, on parle plutôt de quotient de développement (QD) que de QI. Et on 
dit "retard de développement" plutôt que DI quand le QD est diminué, car le retard de 
développement peut se normaliser avec l'âge et il n'évolue pas systématiquement vers une DI. 
Le QD peut se mesurer par l'échelle de Brunet-Lézine révisée ou on peut aussi se servir de 
l'échelle de Bayley (BSID) : il est égal au rapport de l'âge mesuré par le test sur l'âge réel. Ces 
tests s'utilisent également chez des individus plus âgés en cas de DI très profonde.   
1.1.3.2. Evaluation du fonctionnement adaptatif 
On teste les facultés adaptatives en mesurant la maturité sociale et émotionnelle de façon 
standardisée. Plusieurs domaines sont étudiés dont la communication, les compétences de la 
vie quotidienne, la socialisation et la motricité. 
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1.1.4. Classifications de la déficience intellectuelle 
De même que le faisait l'APA jusqu'au DSM-IVR, l'OMS utilise le QI afin de déterminer la 
sévérité de la DI. Depuis le DSM-5, l'APA a comme critère l'importance du déficit des 
facultés adaptatives. L'AAIDD, de son côté, classe la DI en fonction de l'intensité de la prise 
en charge nécessaire.  
Ces 3 approches aboutissent à 3 classifications, comprenant chacune 4 catégories différentes 
de DI. En pratique, ces catégories regroupent les mêmes individus. En effet, pour donner un 
exemple, la DI sévère de l'APA correspond à la DI nécessitant un support étendu de l'AAIDD 
et au RM grave de l'OMS. 
Il faut aussi noter que la réalité de la DI est un continuum. Certains individus peuvent donc se 
trouver à la limite entre 2 classes de DI selon ces classifications. 
 
1.1.4.1. Classification de l'APA (DSM-5) 
- DI légère : elle inclut 85% des individus DI. Ils sont autonomes, peuvent avoir un 
parcours scolaire avec soutien et nécessiter une aide pour gérer leurs finances, les transports et 
leur santé ; 
- DI modérée : elle concerne 10% des individus DI. Ils ont des facultés communicatives 
adéquates, mais peuvent avoir besoin d'une aide dans la vie quotidienne pour des activités 
telles que les soins, les interactions sociales, etc. L'occupation d'un emploi aidé est possible ; 
- DI sévère : elle se rencontre chez 3 à 4% des individus DI. Les facultés 
communicatives sont basiques, la prise en charge nécessite une aide quotidienne ; 
- DI profonde : elle représente 1 à 2% des cas. Ils sont totalement dépendants d'une aide 
extérieure et nécessitent une prise en charge permanente. 
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1.1.4.2. Classification de l'AAIDD (Schalock et al. 2010) 
- DI nécessitant une aide ponctuelle (pour certains moments difficiles de la vie) ; 
- DI nécessitant une aide limitée (pour certaines activités) ; 
- DI nécessitant un support étendu (pour la plupart des activités de la vie quotidienne) ; 
- DI nécessitant un support invasif. 
 
1.1.4.3. Classification de l'OMS (CIM-10) 
- RM léger (F70) : avec un QI entre 69 et 50 qui entraîne des difficultés scolaires. 
Beaucoup d'adultes sont capables de travailler et de maintenir de bonnes relations sociales, et 
de s'intégrer dans la société ; 
- RM moyen (F71) : avec un QI entre 49 et 35 qui se manifeste par un important retard 
de développement dans l'enfance. Néanmoins beaucoup de DI de cette catégorie peuvent 
acquérir des aptitudes scolaires, un certain degré d'indépendance et des capacités suffisantes 
pour communiquer. Les adultes ont besoin d'un soutien de niveau varié, pour travailler et 
vivre dans la communauté ;  
- RM grave (F72) : QI entre 34 et 20 qui nécessite un besoin prolongé de soutien  
- RM profond (F73) : QI inférieur à 20. On assiste à une limitation très marquée des 
capacités de prendre soin de soi-même, de contrôler ses besoins naturels, de communiquer et 
de se déplacer.  
 
1.1.5. Prévalence de la déficience intellectuelle 
La prévalence de la DI est difficile à mesurer car elle dépend beaucoup du contexte de l'étude 
et de la définition utilisée. Si on s'en tient à la définition théorique de l'OMS (QI<-2DS), la DI 
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devrait toucher 2,2% des naissances selon la distribution normale. Et en effet, dans la 
pratique, on constate une prévalence comparable à ce chiffre théorique.  
La revue de la littérature effectuée par Roeleveld en 1997 est encore aujourd'hui considérée 
comme une référence (Roeleveld, 1997, Regan, 2010). Elle reprend toutes les études de 
prévalence ayant été conduites entre 1960 et 1995. Des variations très importantes ont été 
relevées allant de 2/1 000 à 85/1 000, pour les tous les RM confondus, de 4/1 000 à 79/1 000 
pour les RM légers et de 3/1 000 à 7/1 000 pour les RM sévères. Ces variations étaient en 
grande partie liées au fait qu'aucune des 31 études de prévalence sélectionnées 
(principalement américaines et scandinaves) n'utilisait exactement la même méthodologie. En 
ne sélectionnant que les études les plus fiables, Roeleveld concluait que la prévalence était 
probablement aux alentours de 3% pour l'ensemble des RM et de 3/1 000 pour les RM 
sévères, avec un excès d'individus masculins d'environ 20%.  
Une revue plus récente (Leonard et al. 2002) retrouve une fréquence proche de celle de 
Roeleveld : entre 1 à 3% des individus à la naissance avec un excès de garçons, d'environ 30 à 
50%. Cet excès de garçons résulte en partie des causes génétiques liées au chromosome X, 
que nous développerons dans la partie 1.3. 
 
1.1.6. Co-morbidité et mortalité de la déficience intellectuelle 
Le phénotype des individus atteints de DI est très hétérogène. Outre d'importantes différences 
dans la sévérité de la DI, les patients peuvent souvent présenter d'autres symptômes associés. 
On distingue alors les DI syndromiques (ou associées, DI-S) des DI non syndromiques (ou 
isolées, idiopathiques, pures, DI-NS). La distinction entre ces 2 types de DI est floue, car 
certains signes associés peuvent être discrets. Il n'est pas rare que certaines DI-NS soient 
reclassées en DI-S une fois l'étiologie identifiée, et la caractérisation clinique affinée (Frints et 
al. 2002). De plus, la DI associée à des troubles uniquement neuropsychiatriques (TSA, 
dépression) est habituellement classée dans les DI-NS. 
Les malformations congénitales (MC) sont présentes dans environ 27% des cas de DI légères 
à modérées, et dans 54% des DI sévères à profondes (Petterson et al. 2007) ; or elles ont un 
retentissement important sur le pronostic. Par ailleurs, le risque relatif qu'a un nouveau né 
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présentant une ou plusieurs MC d'évoluer vers une DI est de 8 à 26 (Jelliffe-Pawlowski et al. 
2003, Découflé et al. 2001). Les MC les plus fréquentes sont d'abord celles de la trisomie 21 
qui représente 8% des patients DI + MC (cardiaques, dont canal atrio-ventriculaire, et aussi 
des MC digestives, etc.). Et parmi les DI + MC non chromosomiques, les MC qu'on voit le 
plus souvent sont les malformations cérébrales et génito-urinaires (Petterson et al. 2007) 
Les co-morbidités de la DI les plus souvent constatées sont les TSA et l'épilepsie (tableau 1). 
Selon certaines études, 28% des individus DI auraient des TSA associés (Bryson et al. 2008) 
et 67% des patients TSA sont atteints de DI (Fombonne et al. 2003). L'autisme et la DI 
partagent donc des mécanismes physiopathologiques communs. Les causes étiologiques et les 
facteurs génétiques identifiés dans les TSA jusqu'à présent sont également impliqués dans la 
DI, parfois sans TSA (cf. 1.5).  
L'épilepsie est aussi fréquemment associée à la DI, présente dans 22% des DI. Cette 
association est d'autant plus importante que la DI est sévère : en effet, plus de la moitié des 
patients ayant une DI profonde sont atteints d'épilepsie (Oeseburg et al. 2011). Les crises 
tonico-cloniques sont le type de crises qu'on observe le plus couramment (60%) ; viennent 
ensuite les crises partielles complexes (20%). 
Les troubles moteurs d'origine centrale (ataxie, spasticité, dystonie, etc.) sont présents chez 
environ 20% des patients DI, et sont également plus fréquents dans les cas sévères. 
A côté des TSA, on constate des troubles neuropsychiatriques plus fréquents en cas de DI que 
dans la population générale (hyperactivité, déficit de l'attention, agressivité, dépression) ainsi 
que des déficits sensoriels (auditifs, visuels). 
Tableau 1 : prévalence de la co-morbidité dans la DI, en dehors de la trisomie 21 et d'autres 
syndromes chromosomiques connus 




troubles moteurs  20 
surdité 5 




autres TSA 7 
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spina bifida <1 
 
D'après Petterson et al. 2007, Bryson et al. 2008, et Oesburg et al. 2011 
 
L'association récurrente de la DI avec certains symptômes permet de définir des syndromes et 
de grouper les patients dans des groupes phénotypiquement homogènes. C'est ainsi que les 
individus porteurs de trisomie 21 ont été identifiés comme atteints du même syndrome 
(Down, 1866) près de 93 ans avant la découverte de l'étiologie sous-jacente (Lejeune et al. 
1959) 
Le taux de mortalité est normal chez les personnes présentant une DI légère, mais il est 
augmenté de 20% en moyenne chez les patients présentant une DI modérée à sévère (Patja et 
al. 2000, Tyrer et al. 2009). L'espérance de vie est d'autant moindre qu'il existe des troubles 
associés, en particulier épilepsie, malformations cérébrales, troubles neuropsychiatriques, 
malformations cardio-vasculaires, et que le QI est bas ; l'espérance de vie peut être jusqu'à 35 
ans inférieure à celle de la population générale, dans les cas de DI les plus profondes. 
Néanmoins, en raison d'une meilleure prise en charge des patients, l'espérance de vie de ceux-
ci a beaucoup augmenté depuis les années 1960 (Patja et al. 2000).  
Les principales causes de surmortalité sont, d'une part, les infections respiratoires qui résultent 
de troubles de la déglutition d'origine neurologique, et qu'on rencontre dans 20 à 35% des cas, 
et, d'autre part les malformations congénitales associées à la DI (Patja et al. 2001, Tyrer et al. 
2009).  
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1.1.7. Etiologies de la déficience intellectuelle 
L'identification de l'étiologie de la DI présente de nombreux bénéfices. Pour la famille, sur le 
plan psychologique, cela permet de mettre fin à la quête diagnostique et à l'incompréhension 
devant les troubles du sujet atteint. Cela permet aussi d'évaluer le risque qu'ont les membres 
de la famille de transmettre la pathologie et, lorsque cela est possible, de proposer un 
diagnostic prénatal lors des grossesses à risque. Enfin, même s'il est rarement possible de 
corriger l'anomalie qui est à l'origine de la DI, il existe des traitements symptomatiques pour 
certaines causes de DI. 
Les étiologies de la DI sont extrêmement nombreuses et hétérogènes. De ce fait, il devient 
aujourd'hui difficile d'en faire une liste exhaustive, étant donné la fréquence avec laquelle on 
en découvre de nouvelles.  
En dehors de la trisomie 21 qui représente 7 à 11% des DI (Rauch et al. 2006, Oeseburg et al. 
2011), il existe un grand nombre d'étiologies de DI mais chacune prise séparément est rare ou 
très rare : la seconde cause la plus fréquente, l'X fragile, ne représente en effet que 1% des DI. 
On estime que, chez 60% des patients, on ne retrouve pas l'étiologie de leur DI, et ceci pour 
plusieurs raisons. D'abord, beaucoup d'étiologies connues de DI sont trop rares pour qu'on les 
recherche avec les techniques actuellement utilisées en routine. Ensuite, certaines étiologies 
(en particulier toxiques ou infectieuses) ne peuvent pas être démontrées à distance de leur 
survenue : le diagnostic repose alors sur un faisceau d'arguments cliniques et paracliniques, et 
non sur un test diagnostique. Enfin, un très grand nombre d'étiologies de DI n'a pas encore été 
identifié et ne peut donc être recherché actuellement.  
Schématiquement, parmi les causes connues de DI, on distingue 2 groupes : les étiologies 
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1.1.7.1. Etiologies acquises 
Les étiologies acquises représentent 1 à 20% des DI selon les sources (Curry et al. 1997, van 
Karnebeek et al. 2005, Rauch et al. 2006). Deux explications sous-tendent cette importante 
variabilité : la première est que le classement dans le groupe des étiologies acquises se base 
sur des critères qui diffèrent selon les études, puisqu'il n'existe pas réellement de test 
diagnostique ; la seconde est que certaines étiologies, telles que le syndrome d'alcoolisme 
fœtal, sont de prévalence très variable selon l'origine géographique. 
Dans le cas des étiologies acquises, la DI est le plus souvent due à une atteinte cérébrale 
survenue à un stade critique du développement, prénatal ou postnatal, entraînant des 
dommages irréversibles.  
Quant à ce qui provoque les étiologiques acquises, on distingue 3 grands groupes : les causes 
toxiques, infectieuses et traumatiques.  
Parmi les causes de DI toxiques, l'alcoolisme fœtal est la plus fréquente. Viennent ensuite 
l'intoxication à d'autres drogues (amphétamines, cocaïne, etc.), puis l'intoxication au plomb ou 
au mercure.  
La phénylcétonurie chez la mère est également souvent classée dans les causes toxiques de 
DI, quand elle n'est pas traitée durant la grossesse.  
Parmi les causes infectieuses, on compte les infections anténatales au CMV, la rubéole, la 
toxoplasmose, la listéria, etc. et les encéphalites anté ou postnatales.  
Les hémorragies intracérébrales, l'ischémie consécutive à un accident vasculaire cérébral ou 
après noyade font partie des causes traumatiques de DI.  
Enfin, il est à noter que quelque soit la cause, des facteurs socioculturels peuvent favoriser la 
DI, de sorte qu'elle est plus fréquente dans les milieux défavorisés (Emerson, 2007). 
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1.1.7.2. Etiologies génétiques 
Il est classiquement reconnu qu'on identifie les étiologies génétiques dans environ 40% des 
DI : elles représentent donc un groupe beaucoup plus important que les étiologies acquises 
(van Karnebeek et al. 2005, Rauch et al. 2006).  
Ce chiffre de 40% étant relativement ancien, il est probable qu'il soit quelque peu sous-estimé. 
Depuis, de nouvelles causes de DI monogéniques sont recherchées, grâce à de nouvelles 
techniques utilisées en routine, en particulier l'analyse chromosomique sur puce ADN 
(ACPA). L'ACPA permet de réaliser 5 à 20% de diagnostics étiologiques chez les patients 
dont la DI n'avait pas d'étiologie (Stankiewicz et al. 2007, Keren (a), 2010, Miller et al. 2010, 
Cooper et al. 2011, Hochstenbach et al. 2011, Schaaf et al. 2011, Shoukier et al. 2013).  
On peut schématiquement classer les étiologies génétiques en 2 catégories : chromosomiques 
ou géniques. 
Actuellement, les étiologies chromosomiques sont les plus fréquentes (environ 20%) et sont 
diagnostiquées par les techniques de cytogénétique : le caryotype, l'hybridation in situ (FISH) 
et l'ACPA. Elles peuvent être classifiées soit selon le type d'anomalie concerné : de nombre 
ou de structure, équilibrées ou avec gain ou perte de matériel (délétion, duplication, 
triplication, etc.) ; soit selon leur mécanisme (NAHR ou autre). 
Les étiologies géniques sont dues à des mutations ponctuelles de l'ADN et leur diagnostic 
utilise des techniques de génétique moléculaire, en particulier le séquençage qui est la plus 
utilisée. Elles peuvent être classifiées en fonction du mode de transmission : autosomique 
récessif (AR), autosomique dominant (AD), ou lié à l'X. Elles peuvent être également classées 
selon la fonction du gène responsable : gène d'une voie métabolique, gènes de la synapse, 
facteur de transcription, molécule d'adhésion, etc.  
Remarquons que certaines anomalies géniques ou chromosomiques sont également identifiées 
dans la population générale, mais qu'elles sont retrouvées avec une fréquence plus importante 
chez les individus DI. Il s'agit donc de facteurs qui favorisent la DI, mais qui ne suffisent pas 
à eux seuls à la provoquer. On parle alors de facteurs de susceptibilité (Gregor et al. 2011).  
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Figure 2 : étiologies de la DI 
 
D'après Rauch et al. 2006 
 
1.2. Génétique de la déficience intellectuelle 
1.2.1. Variations normales et pathologiques du génome humain 
Une des bases de la variabilité phénotypique normale et pathologique dans une espèce est la 
variabilité de séquence du génome, parmi les individus de cette espèce. Le génome humain 
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séquence et de structure de l’ADN, qui vont des altérations nucléotidiques simples (mutations 
ponctuelles : substitutions nucléotidiques, petites insertions ou délétions) à des remaniements 
de grande taille concernant des segments de gènes voire de chromosomes et modifiant le 
nombre de copies des séquences soumises à remaniements, en passant par des expansions de 
répétitions en tandem. Les variations du génome humain sont, dans leur grande majorité, non 
pathogènes. L'objectif du diagnostic génétique est de distinguer ce qui est pathologique parmi 
ces variants et de le relier au phénotype des patients. 
 
 1.2.1.1 SNP 
Les SNP (Single Nucleotide Polymorphisms) correspondent à des substitutions nucléotidiques 
d'une seule base. Jusqu'à présent, on a répertorié environ 53 millions de SNP, ce qui 
représente environ 90% des variations du génome humain (cf. base de données dbSNP 137).  
Sur le plan terminologique, on distinguait classiquement les SNP des SNV (Single Nucleotide 
Variants) ; les SNV correspondaient à n'importe quelle substitution nucléotidique, alors que 
les SNP se rapportaient uniquement aux variants non pathogènes. Actuellement, par abus de 
langage, et parce qu'il existe une incertitude quant à la signification clinique de beaucoup de 
ces variants, les deux expressions tendent à être employées indifféremment.  
La méthode classique pour identifier les SNP est le séquençage de l'ADN. En moyenne, 
chaque individu a environ 3,2 millions de SNP dans son génome, c'est à dire de nucléotides 
différents de ceux de la séquence humaine de référence hg19 (Ball et al. 2012). Et parmi ces 
SNP, 8 000 sont des mutations non synonymes affectant des séquences codantes et donc 
modifiant la séquence protéique. Le taux de survenue de SNP à chaque génération est 
d'environ 12.10
-9 
(Lynch, 2010). En conséquence, chaque nouveau-né a dans son génome, en 
moyenne, 70 SNP survenus de novo. La très grande majorité de ces SNP n'est pas pathogène. 
Et la probabilité qu'un SNP ait une signification clinique est d'autant plus importante qu'il 
entraîne une modification protéique. Les critères utilisés pour évaluer la potentielle 
pathogénicité d'un SNP sont expliqués à la partie 3.5.3.3. 
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1.2.1.2. Variations de structure 
Les variations de structure (SV pour Structural Variations) peuvent être divisées en 2 
catégories : les remaniements équilibrés, sans perte ni gain de matériel chromosomique, et les 
remaniements déséquilibrés, avec perte ou gain de matériel chromosomique. Parmi les SV 
déséquilibrés, on distingue les CNV (pour Copy Number Variations) qui sont des SV de 




Les CNV retrouvés dans la population générale représentent environ 12% du génome humain 
(Redon et al. 2006, Kidd et al. 2008). La technique classique pour détecter les CNV est le 
caryotype, mais sa résolution est limitée aux anomalies de taille supérieure à 5Mb, au mieux. 
Actuellement, c'est l'ACPA qui tend à remplacer le caryotype.  
Le taux d'apparition des CNV est difficile à évaluer. Avec une résolution de 30 kb, un CNV 
de novo est retrouvé avec un taux de 1,2 / 100 génome à chaque génération. Même si la 
majorité des CNV n'est pas pathogène, ils représentent une cause majeure de maladie 
génétique, et en particulier de DI-S et DI-NS (cf. 1.2.2.2.). Les critères utilisés pour évaluer la 
pathogénicité des CNV sont expliqués à la partie 2.1. 
 
indel 
Chaque individu possède, en moyenne, 300 000 indel (dont 70% de délétions et 30% 
d'insertions), par comparaison au genome de référence hg19 (Ball et al. 2012), ce qui en fait la 
deuxième origine de variation du génome humain derrière les SNP. Le taux de survenue des 
indel est estimé à 0,6.10
-9
 pour les délétions et 0,2.10
-9
 pour les insertions. 
Les petites indel, < 50 pb, sont généralement détectées par les méthodes de séquençage. 
L'identification des grandes indel est plus difficile et nécessite des techniques ciblées 
Keren Boris – Thèse de doctorat - Année 2013 
35 
(southern Blot, MLPA, etc.). Les critères utilisés pour évaluer la potentielle pathogénicité des 
indels sont comparables à ceux utilisés pour les SNP (cf. 3.5.3.3.). 
 
1.2.1.3. Répétitions 
On distingue 3 types de répétitions : les répétitions en tandem, les LCR (Low Copy Reapeats) 
et les éléments mobiles. L'étude des répétitions est généralement difficile, nécessitant la 
combinaison de plusieurs techniques (PCR long range, Southern Blot, TP-PCR, etc.). 
 
Répétitions en tandem 
On en distingue 3 différentes :  
- les satellites qui sont des répétitions d'éléments > 60 pb, situés dans les centromères et 
l'hétérochromatine constitutive ; 
- les minisatellites qui sont des répétitions d'éléments de 10 à 60 pb ; 
- les microsatellites qui sont des répétitions d'éléments de taille < 10 pb. 
De nombreuses pathologies sont liées à un nombre anormal de répétitions de microsatellites ; 
par exemple l'X fragile, première cause monogénique de DI, est dû à un nombre de répétitions 
d'un triplet CGG > 200 dans la région 5'UTR du gène FMR1 ce qui entraîne une répression de 
son expression.  
Les pathologies, liées aux autres types de répétitions en tandem que les microsatellites, sont 
beaucoup plus rares. On peut citer la dystrophie facio-scapulo-humérale, liée à un nombre de 
répétitions < 10 du satellite D4Z4 dans la région 4q35, entraînant une modification de 
conformation de la chromatine et une dérégulation de l'expression des gènes de cette région. 
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LCR 
Les LCR, également appelés duplicons ou SD (Segmental Duplications) (Stankiewicz et al. 
2002), sont des blocs d'ADN, de taille > 1 kb, situés en plusieurs localisations génomiques et 
présentant > 90% d'identité. Ces régions fortement homologues représentent environ 6% du 
génome humain et augmentent la fréquence des mésappariements à la fois en méiose et en 
mitose (cf. 1.2.2.2.1.). 
 
Eléments mobiles 
Les éléments mobiles, également appelés transposons, sont des séquences d'ADN d'origine 
virale, capables de se multiplier et de se déplacer de façon autonome. Les principaux sont les 
suivants :  
- les séquences LINE, de 7 kb, représentent 17% du génome ; 
- les séquences Alu, de 280 pb, représentent 10% du génome. 
La grande majorité de ces éléments mobiles n'a pas de signification clinique connue. Ils 
peuvent toutefois être responsables de réarrangements chromosomiques. Et on peut aussi citer 
le cas du gène FKTN, responsable de dystrophie musculaire congénitale avec anomalies 
cérébrales et oculaires, dont le variant délétère le plus fréquent correspond à l'insertion d'un 
élément mobile dans la région 3'UTR, entraînant une répression de l'expression du gène.  
 
1.2.2. Causes chromosomiques de déficience intellectuelle 
Depuis la mise en évidence, en 1959, de la première anomalie chromosomique chez l'homme, 
la trisomie 21 (Lejeune et al. 1959), de nombreuses anomalies de nombre, mais aussi de 
structure des chromosomes ont été détectées chez des patients présentant une DI (Grouchy et 
al. 1984). Les anomalies chromosomiques représentent actuellement la cause majeure des 
retards mentaux. En effet, on évalue classiquement à 10-15% la proportion des retards 
mentaux dus à une anomalie chromosomique détectable avec le caryotype en bande (Rauch et 
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al. 2006). Depuis la généralisation de l'ACPA, ce taux a augmenté, car une anomalie 
pathogénique est retrouvée dans 5 à 20% des DI, pour lesquelles on ne distinguait aucune 
cause après un bilan initial (Stankiewicz et al. 2007, Keren (a), 2010, Miller et al. 2010, 
Cooper et al. 2011, Hochstenbach et al. 2011, Schaaf et al. 2011, Shoukier et al. 2013).  
On peut subdiviser les causes chromosomiques de DI en anomalies de nombre et anomalies 
de structure. Les anomalies de nombre représentent environ la moitié des causes 
chromosomiques de DI. Les principales anomalies de structure responsables d'une DI sont 
d'une part les délétions, et d'autre part les dérivés de translocation, générant le plus souvent 
une délétion partielle d'un chromosome, associée à une trisomie partielle d'un autre 
chromosome.  
 
1.2.2.1. Anomalies de nombre 
Les anomalies de nombre de chromosomes, également appelées aneuploïdies, sont très 
fréquentes à la conception. Elles résultent le plus souvent de non disjonctions méiotiques. Il a 
été estimé qu'environ 25% des blastocystes avaient un nombre de chromosomes anormal 
(Eiben et al. 1990, Stephenson et al. 2002), ce qui dans la très grande majorité des cas est à 
l'origine de fausses couches spontanées précoces. 
Parmi les anomalies de nombre, celles qui sont viables et responsables de DI sont les 
trisomies 13, 18 et 21, qu'on appelle aussi, respectivement, syndrome de Patau, d'Edwards et 
de Down (tableau 2). La trisomie 21 est de très loin la plus fréquente des anomalies 
chromosomiques (incidence spontanée de 1 / 700 naissances, incidence en France : 1 / 4 000 
en raison du diagnostic prénatal) et la première cause de DI (7 à 11% des DI). 
Les anomalies de nombre des chromosomes sexuels sont également viables, mais la DI n'étant 
pas au premier plan du phénotype, elles ne sont habituellement pas considérées commes des 
étiologies classiques de DI.  
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Tableau 2 : résumé des principales anomalies de nombre responsables de DI. 
syndrome trisomie fréquence OMIM orphanet signes classiques 
Down 21 1/4 000 190685 870 
dysmorphie caractéristique, 
canal atrio-ventriculaire, MC 
digestives 
Edwards 18 1/6-8 000 - 3380 
hypertonie, MC cardiaques et 
cérébrales, décès avant 1 an 
dans 95% des cas. 
Patau 13 1/8-15 000 - 3378 
polydactylie, MC cardiaques, 
holoprosencéphalie, décès avant 
1 an dans 95% des cas. 
 
D'après Regan et al. 2010 et Orphanet. 
A côté de ces 3 syndromes, il existe d'autres trisomies responsables de DI, soit en mosaïque 
(par exemple trisomies 8 et 9 en mosaïque), soit incomplètes (marqueur chromosomique 
surnuméraire). 
 
1.2.2.2. Anomalies de structure 
Les SV sont des causes classiques de DI. On distingue les remaniements classiques des 
microremaniements, ces derniers étant de taille inférieure à 5 Mb, et donc non visibles au 
caryotype.  
Pour les syndromes chromosomiques, la notion de "région critique" est très importante : il 
s'agit de la région minimale qui, lorsqu'elle est délétée ou dupliquée, entraîne la présence des 
principaux signes cliniques permettant de caractériser le syndrome. Par exemple, pour le 
syndrome de Wolf-Hirschhorn (ou syndrome 4p-), les délétions sont le plus souvent visibles 
au caryotype et font jusqu'à 25 Mb. Mais il existe une région critique de 600 kb, appelée locus 
WHSC-2, non visible au caryotype, et qui lorsqu'elle est délétée, suffit à provoquer un 
phénotype reconnaissable de 4p-. 
Parfois la région critique ne correspond qu'à un seul gène, qu'on appelle en ce cas le "gène 
critique" du syndrome. Il est alors fréquent qu'une fois ce gène critique caractérisé, des 
mutations ponctuelles soient à leur tour identifiées comme étant à l'origine du syndrome. 
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Ainsi certains syndromes peuvent à la fois être causés par des délétions d'une région 
chromosomique et par des mutations ponctuelles dans le gène critique de cette région, par 
exemple la délétion subtélomérique 9q et les mutations d'EHMT1. 
 
1.2.2.2.1. Mécanisme de survenue des CNV 
L'ADN est soumis à une dynamique mutationnelle entraînant des modifications nombreuses 
et complexes du génome humain, allant de la simple variation mononucléotidique à de 
grandes variations de structure génomique. C'est dans ce dernier cas que l'on parle de 
remaniements chromosomiques. 
Si les mutations ponctuelles sont généralement induites par des erreurs de réplication, les 
variations de structure sont principalement expliquées par des modèles reposant sur des 
mésappariements entre séquences homologues (NAHR) ou des cassures double-brin (NHEJ).  
 
Recombinaison homologue 
Un certain nombre de réarrangements génomiques sont de taille récurrente, survenant dans 
des régions d'instabilité liées à l'architecture génomique. C'est le cas par exemple des 
syndromes de Smith-Magenis ou DiGeorge (cf. 1.2.2.2.), mais également de quelques 
maladies mendéliennes telles que le syndrome de Charcot-Marie-Tooth de type Ia. Ces 
anomalies s'expliquent par le modèle NAHR pour Non Allelic Homologous Recombination 
(recombinaison homologue non allélique) qui correspond à une recombinaison et un crossing-
over entre des LCR. Le risque de NAHR est d'autant plus fréquent que la taille des LCR est 
importante : en pratique, les anomalies chromosomiques récurrentes sont causées par des 
LCR de taille > 10 kb.  
Selon la localisation des LCR en cis (intrachromatidiens) ou en trans (interchromatidiens, 
interchromosomiques entre chromosomes homologues ou interchromosomiques entre 
chromosomes non homologues) et selon leur orientation (directe ou inversée), un crossing-
over au sein de ces mésappariements peut causer des délétions, des duplications, des 
inversions, des insertions ou des translocations (figure 3). Cela signifie également que pour 
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toute délétion récurrente causée par un NAHR, il existe une duplication réciproque avec les 
mêmes points de cassure, en pratique, beaucoup moins fréquente. Les LCR correspondent 
donc à des "hot spots" de microremaniements génomiques, qui ont pour un locus donné, des 
points de cassure récurrents. En effectuant une cartographie des LCR, de leur taille et leur 
homologie, il est même possible de prévoir, en théorie et avec une certaine fiabilité, les 
remaniements récurrents possibles et leur fréquence (Sharp et al. 2005, Dittwald et al. 2013) 
D'autres séquences répétées de façon plus fréquente que les LCR (LINE, SINE, satellites, 
microsatellites…) peuvent également être responsables de NAHR, mais dans ce cas, les points 
de cassure ne sont pas récurrents. 








interchromatinien ou interchromosomique interchromosomique 
crossing over 
LCR 1 LCR 2 




D'après Chen et al. 2010 
Il existe un deuxième modèle qui explique le mécanisme des réarrangements par la présence 
des LCR : le BIR (Break Induced Replication).  
Le BIR suppose une cassure double-brin dans un LCR. Lors de la phase S, la fourche 
continue la réplication sur un LCR homologue situé sur un autre locus, provoquant ainsi un 
réarrangement (Smith et al. 2007). Il est très difficile de distinguer le BIR d'un NAHR, car 
dans les 2 cas, les points de cassure correspondent à des LCR et sont récurrents. 
 
NHEJ 
Le NHEJ (Non-Homologous End Joining) est un des principaux mécanismes de réparation de 
l'ADN (Lieber et al. 2003). Il a pour fonction de réparer à la fois les cassures double-brin 
physiologiques, telles que les réarrangements VDJ au niveau des gènes d'immunoglobuline 
(entre les gènes Variables, de Diversité et de Jonction des chaînes d'immunoglobuline et des 
récepteurs T dans les lymphocytes), et aussi les cassures double-brin pathologiques, par 
exemple celles qui sont induites par les radiations ionisantes. Ce mécanisme ne nécessite pas 
la présence de LCR, ni même de régions d'homologie. Le principe résumé du NHEJ est une 
ligation des brins d'ADN qui ont été séparés par la cassure double-brin. Parfois de petites 
délétions ou insertions (dites indel) surviennent au niveau du point de réparation : c'est ce 
délétion et duplication translocation 
réciproque 
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qu'on appelle la cicatrice d'information (information scar). Mais le NHEJ peut aussi entraîner 
la ligation de 2 brins d'ADN physiquement éloignés lorsque 2 cassures double-brin sont 
situées en des localisations génomiques différentes, ce qui entraîne des remaniements. Selon 
la localisation des 2 cassures double-brin, on peut obtenir des délétions, des translocations ou 
des inversions. En cas de 3 ou plus cassures double-brin, on peut obtenir des réarrangements 
complexes (figure 4). 
A l'inverse du NAHR, les remaniements causés par le NHEJ n'ont pas de points de cassure 
récurrents. 
 
Figure 4 : exemples de NHEJ et conséquences 
 
D'après Chen et al. 2010 
 
MMRDR ou FoSTeS 
Le MMRDR (Microhomology-Mediated Replication Dependent Recombination) ou FoSTeS 
(Fork Stalling and Template Switching) est un modèle proposé pour expliquer des 
réarrangements intrachromatidiens très complexes, où plusieurs régions en perte de copies 
sont séparées par des régions en gains de copies ou en nombre de copies normal. Ce type 
d'anomalie est par exemple fréquent au niveau du gène PLP1 de la maladie de Pelizaeus-
Merzbacher (Lee et al. 2007a).  
délétion inversion translocation réciproque 
intrachromatidien interchromosomique 
cassures double-brins 
réparation par NHEJ 
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D'après ce modèle, lors de la réplication de l'ADN, la fourche peut se décrocher de sa matrice 
et reprendre la polymérisation sur une nouvelle matrice, en raison de régions de micro 
homologies. Si la nouvelle matrice est en amont, cela provoquera un gain de copies ; si elle 
est en aval, cela provoquera une perte de copie. Ce mécanisme peut survenir plusieurs fois 
lors de la réplication, provoquant ainsi un réarrangement complexe fait d'une succession de 
régions en gain, perte ou nombre de copies normal. 
 
1.2.2.2.2. Principaux syndromes délétionels 
La majorité des délétions et microdélétions pathologiques sont dites privées, c'est-à-dire 
spécifiques de l'individu qui les porte, avec des points de cassure pouvant survenir 
potentiellement n'importe où sur le génome. Il est donc très difficile de faire le compte des 
réarrangements possibles. Toutefois, un certain nombre d'anomalies sont plus fréquentes que 
d'autres et peuvent être corrélées à un phénotype caractéristique chez les patients atteints. Ces 
anomalies qualifiées de classiques peuvent donc être évoquées cliniquement devant une 
présentation syndromique spécifique (tableau 3). La très grande majorité des microdélétions 
récurrentes entraîne une DI, à l'exception de la délétion 17p12, comportant le gène PMP22 et 
responsable de la neuropathie par hypersensibilité à la pression (Weise et al. 2012, Keren (a) 
et al. 2013).  
Tableau 3 : principaux syndromes délétionnels et microdélétionnels avec DI ; en gras noir : 
les gènes pour lesquels des mutations ponctuelles ont été identifiées comme responsables 
d'une partie du phénotype ; en gras rouge : les gènes pour lesquels des mutations 









(en plus de la DI) 















casque grec, petite 
taille, épilepsie 






7q11.2 Williams-Beuren 1,5-1,8 NAHR ELN1, 194050 904 dysmorphie 
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15q11.2 Prader-Willi 5,3-6 NAHR SNRPN 176270 739 
hypotonie, 
hyperphagie 
15q11.2 Angelman 5,3-6 NAHR UBE3A 105830 72 
microcéphalie, 
épilepsie 
16p13.3 ATR-16 variable variable 
HBA1, 
HBA2 
141750 9879 α-thalassémie 










17q12 RCAD 1,5 NAHR HNF1B 189907 261265 
diabète, kyste 
rénaux 
17q21.3 Koolen-DeVries 0,7 NAHR KANSL1 610443 96169 
hypotonie, visage 
allongé 
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1.2.2.2.3. Principaux syndromes microduplicationnels 
Comme expliqué précédemment, le NAHR est responsable de microremaniements 
chromosomiques de tous types et pas uniquement de délétions. Par conséquent, les syndromes 
microdélétionnels à points de cassure récurrents ont chacun une microduplication 
correspondante (Weise et al. 2012, Keren (a) et al. 2013). 
Ces microduplications ont plusieurs caractéristiques :  
- leur fréquence est jusqu'à 10 fois inférieure à leur microdélétion correspondante. Cela 
est lié, en partie, au fait qu'elles ne peuvent résulter que de NAHR en trans alors que les 
microdélétions peuvent résulter de NAHR en cis et en trans ; 
- il existe souvent une très grande hétérogénéité phénotypique parmi les patients 
porteurs de la même anomalie, avec absence de tableau clinique réellement caractéristique, ce 
qui rend leur diagnostic clinique très difficile ; 
- leur phénotype est le plus souvent moins sévère que la microdélétion correspondante. 
La DI est inconstante dans certaines microduplications ; 
- la plupart des microduplications, mais pas toutes, sont plus souvent transmises et plus 
rarement de novo que leur microdélétion correspondante. 
Tableau 4 : principaux syndromes duplicationnels récurrents par mécanisme NAHR  
locus syndrome taille (Mb) OMIM Orphanet principaux signes cliniques (en plus 
de la DI) 
7q11.2 Somerville-Van der Aa 1,5-1,8 609757 96121 retard de langage 
8p23.1 - 5 - 251076 - 
15q11.2  5.3-8 608636 238446 - 
17p11.2 Potocki-Lupski 3,7 610883 1713 DI constante 
22q11.2 - 1,5-3 608863 1727 MC cardiaque, insuffisance vélaire 
 
D'après Keren(a) et al. 2013  
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1.2.2.2.4. CNV facteurs de susceptibilité de la DI 
Avec le développement de l'ACPA, on a décrit des microremaniements récurrents, 
relativement fréquents, et avec des points de cassure récurrents qui se situent au niveau de 
LCR et qui entraînent des phénotypes très hétérogènes d'un patient à l'autre. Pour un même 
locus, on constate des CNV en gain et perte. Ces CNV sont le plus souvent transmis par un 
parent sain, et on les retrouve aussi chez des individus contrôles. Leur fréquence chez les 
patients atteints est toutefois significativement supérieure à celle qu'on a constatée chez les 
populations contrôles, raison pour laquelle on parle d'enrichissement, de facteurs de 
susceptibilité, de facteurs de risque, de facteurs associés à la DI ou de microremaniements à 
pénétrance incomplète (tableau 5). Il existe probablement d'autres facteurs, génétiques ou 
environnementaux, nécessaires pour exprimer un phénotype pathologique spécifique chez les 
patients porteurs du réarrangement. 
Certains gènes, tels que NRXN1, CNTNAP2, et d'autres, sont des "hot spots" de remaniements 
chromosomiques présentant les mêmes cractéristiques que les réarrangements évoqués 
précédemment (généralement transmis par un parent sain, présents à faible fréquence dans des 
populations contrôles et associés à des phénotypes variables). Ces remaniements ne sont pas 
causés par un NAHR et ils présentent donc des points de cassure non récurrents (Gregor et al. 
2011, Chen et al. 2013). Il est possible que ces réarrangements constituent des facteurs de 
susceptibilité, contribuant à la DI en association avec d’autres causes génétiques ou 
environnementales, bien que ceci n'ait pas encore été démontré. 
Le nombre potentiel de CNV agissant en tant que facteurs de susceptibilité est probablement 
beaucoup plus important que ce que nous connaissons aujourd'hui (Cooper et al. 2011, 
Kaminsky et al. 2011). Mais en raison, soit de leur rareté (en particulier s'ils ne résultent pas 
de NAHR), soit de leur risque relatif peu élevé, beaucoup n'ont pas été encore été clairement 
caractérisés. 
Il reste également à déterminer la valeur prédictive de ces CNV sur la DI. Des facteurs 
supplémentaires (génétiques ou environnementaux), non encore identifiés, sont probablement 
nécessaires pour causer la DI. On n'est donc actuellement pas capable d'établir un pronostic 
sur le développement intellectuel, lorsqu'un de ces CNV est retrouvé en bas âge ou en 
prénatal.  
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Tableau 5 : principaux locus de CNV facteurs de susceptibilité à la DI 
locus CNV taille 
(Mb) 
OMIM Orphanet principaux signes associés (en plus de la DI) 
1q21.1 perte 1,35 612474 250989 microcéphalie, cataracte, MC cardiaque, TSA, déficit de 
l'attention, schizophrénie 
1q21.1 gain 1,35 612475 250994 macrocéphalie, TSA, schizophrénie 
15q13.3 perte 2 612001 199318 épilepsie, TSA, déficit de l'attention 
16p11.2 perte 0,58 611913 261197 TSA, épilepsie, obésité 
16p11.2 gain 0,58 614671 261204 TSA, déficit de l'attention, absence de prise de poids 
16p13.11 perte 1,6 - 261236 microcéphalie, épilepsie 
16p13.11 gain 1,6  261243 TSA, déficit de l'attention 
 
D'après Keren(a) et al. 2013 
 
1.2.3. Causes géniques de déficience intellectuelle 
En raison de leur incidence plus élevée dans la DI et de leur détection par une méthode de 
diagnostic ancienne (le caryotype), les causes chromosomiques ont été les premières 
étiologies génétiques identifiées de DI, dans les années 1950 et 1960. Pourtant, dès les années 
1940, certaines DI familiales étaient décrites avec une transmission mendélienne, en 
particulier récessive liée au chromosome X (Martin et al. 1943). Ce qui conduisit, dans les 
années 1970, à attribuer l'excès de DI observé chez les garçons, à des anomalies 
monogéniques sur le chromosome X (Lehrke et al. 1972). Finalement, l'observation au 
caryotype d'un site fragile récurrent en Xq27.3 chez des enfants atteints de DI permit 
l'identification de l'expansion nucléotidique responsable de l'X fragile (Oberlé et al. 1991), 
établissant ainsi que la DI pouvait être provoquée par des anomalies monogéniques.  
 
1.2.3.1. Evaluation du nombre de gènes impliqués dans la DI 
Aujourd'hui, une anomalie génique est retrouvée dans 1 cas de DI sur 10 à peu près (Rauch et 
al. 2006). Or, des recherches récentes ont identifié de très nombreux gènes responsables de DI 
(Chelly et al. 2006), et dont le nombre augmente de plus en plus rapidement avec le 
développement des techniques de séquençage massivement parallèles (ou NGS pour New 
Generation Sequencing) (Tarpey et al. 2009, Kaufman et al. 2010, van Bokhoven et al. 2011, 
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De Ligt et al. 2012, Bessa et al. 2012, Lubs et al. 2012). Un nombre croissant de ces gènes ne 
concerne souvent que très peu de familles, voire une seule, si bien qu'il devient difficile d'en 
faire une revue exhaustive (Vissers et al. 2010, Rauch et al. 2012). 
Beaucoup de ces gènes connus (environ 70) sont situés sur le chromosome X. Cela peut 
s'expliquer par le mode de transmission récessif lié à l'X qui favorise les grands pédigrées 
familiaux avec membres atteints sur plusieurs générations, ce qui offre de plus grandes 
possibilités pour réaliser des études de liaison. La DI étant associée à une diminution des 
capacités de procréation, les patients dont la DI est AD sont le plus souvent des formes 
sporadiques. Quant aux formes AR, étant donné le mode de transmission, ceux qui en sont 
atteints se concentrent le plus souvent sur une seule génération, en dehors des familles avec 
plusieurs boucles de consanguinité. 
En faisant une projection grossière à partir des 70 gènes de DI sur l'X, on peut évaluer le 
nombre total de gènes impliqués dans la DI à environ 1 400, nombre qui est proche de celui 
des pathologies répertoriées dans OMIM avec DI-S ou DI-NS, à savoir 1 557 (Raymond et al. 
2010). Le nombre de gènes dont des mutations ont été impliquées au moins une fois dans la 
DI était évalué à 450 dans une review datant de début 2013 (Ellison et al. 2013). Ce chiffre a 
certainement grandement augmenté depuis. 
 
1.2.3.2. Classifications des gènes de DI 
Les gènes de DI peuvent être classés de différentes façons. Premièrement sur une base 
clinique, les gènes responsables de DI-NS d’une part, et les gènes responsables des différentes 
DI-S d’autre part, peuvent être distingués. Cette classification est très utile en pratique 
clinique, afin d'orienter les examens diagnostiques vers un ou plusieurs gènes spécifiques. 
Cependant, un nombre croissant de gènes expliquent à la fois des formes de DI-NS et de DI-
S, démontrant une importante variabilité phénotypique. C'est le cas, par exemple, des gènes 
RPS6KA3 (syndrome de Coffin-Lowry), ATRX (α-thalassémie et retard mental lié à l'X), ARX 
(lissencéphalie et syndrome de Partington), ARID1B (syndrome de Coffin-Siris) : ces gènes, 
tout comme d'autres, sont aussi responsables de DI-NS (Guerini et al. 2000, Field et al. 2006, 
Poirier et al. 2006, Hoyer 2012). De plus, certains gènes, qui étaient initialement classés 
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comme étant la cause de DI-NS, ont été reclassés en causes de DI-S après une réévaluation 
clinique des patients mutés. Il en est ainsi de la DI liée aux mutations d’OPHN1 : une 
dysgénésie vermienne ainsi qu’une atrophie cortico-sous corticale ont été retrouvées à l’IRM, 
à postériori, chez les patients mutés (des Portes et al. 2004). Il devient donc difficile de classer 
les différents gènes de DI en fonction seulement des caractéristiques cliniques des patients. 
On peut également classer les gènes de DI en fonction du mode de transmission (AD, AR et 
LX) de leurs mutations. Cette classification est utile en pratique clinique dans les formes 
familiales, car elle permet d'orienter les examens diagnostiques vers certains gènes dont les 
mutations ont un mode de transmission correspondant. Elle est également capitale pour 
l'identification de nouveaux gènes de DI : en effet, la plupart des méthodes nécessitent, à 
priori, de poser l'hypothèse du mode de transmission des mutations responsables (analyse de 
liaison, homozygosity mapping, séquençage de trio pour recherche de mutations de novo...). 
Néanmoins, avec les avancées récentes des techniques moléculaires, certains gènes ont été 
identifiés comme impliqués chez des patients DI, avec une transmission complexe. On parle 
alors, comme pour certains CNV récurrents (cf. 1.2.2.2.4.), de facteurs de susceptibilité ou 
d'étiologie multifactorielle / polygénique, l'hypothèse étant que la DI résulte de l'accumulation 
de ces facteurs.  
Enfin, il est également possible de classer les gènes selon le mécanisme physiopathologique 
dans lequels ils sont impliqués. Etant donné les très nombreux gènes identifiés dans la DI, 
beaucoup de processus cellulaires et tissulaires différents ont été mis en évidence. Il est 
toutefois possible de dégager quelques principaux mécanismes biologiques dans lesquels les 
gènes de DI semblent préférentiellement jouer un rôle. Cette dernière classification est de plus 
en plus utilisée dans les revues listant les gènes de DI car elle permet d'ordonner les gènes 
d'une manière fonctionnellement logique (Chelly et al. 2006, Kaufman et al. 2010, van 
Bockoven et al. 2011, Bessa et al. 2012).  
 
1.2.3.2.1. Gènes impliqués dans les voies métaboliques 
Bien que les DI liées à des gènes des voies métaboliques, qui représentent 1 à 5% des DI, 
soient dans leur très grande majorité d'étiologie monogénique et de transmission AR, elles 
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sont le plus souvent classées dans un groupe à part, dit des maladies métaboliques (van 
Karnebeek et al. 2005, Rauch et al. 2006, tableau 6), en raison de leur clinique et de leur 
physiopathologie particulières, ainsi que de leur méthode diagnostique reposant 
principalement sur des tests biochimiques. Dans le cas des maladies métaboliques, la DI est 
causée soit par une accumulation d'un substrat toxique, soit par un déficit d'un substrat 
nécessaire au développement cérébral, soit par un déficit énergétique, lors d'une étape critique 
du développement cérébral. 
La maladie métabolique classiquement la plus fréquente est la phénylcétonurie, liée à des 
mutations bialléliques dans le gène PAH. Mais dans les pays où un dépistage est mis en place 
à la naissance, elle est traitée et ne provoque plus de DI.  
Tableau 6 : exemples de gènes de maladies métaboliques où la DI est au premier plan 
gène locus Voie métabolique Principaux signes associés 
ALDH5A1 6p22.2 métabolisme des acides organiques TSA, épilepsie, ataxie 
L2HGDH 14q22.1 métabolisme des acides organiques épilepsie, ataxie, lissencéphalie 
NAGLU 17q21.31 métabolisme des polysaccharides régression, agressivité, traits épais 
SGSH 17q25.3 métabolisme des polysaccharides régression, agressivité, traits épais 
ADSL 22q13.1 métabolisme des purines TSA, épilepsie, ataxie 
PMM1 22q13.2 glycosylation des protéines ataxie, atrophie cérébelleuse 
SLC16A2 Xq13.2 transporteur des monocarboxylates épilepsie, ataxie 
ATP7A Xq21.1 métabolisme du cuivre anomalies musculo-squelettiques, épilepsie 
SLC6A8 Xq28 transporteur de la créatine TSA, épilepsie 
 
D'après Garcia-Cazorla et al. 2009 
  
1.2.3.2.2. Gènes impliqués dans la neurogenèse 
Durant le développement, la neurogenèse et la migration neuronale surviennent selon un 
schéma spatio-temporel strictement contrôlé. Ces mécanismes dépendent à la fois de 
mécanismes intracellulaires et d'interactions intercellulaires. Les principales protéines jouant 
un rôle dans la neurogenèse contrôlent la division cellulaire. Toute disruption de ce 
mécanisme peut entraîner une DI et une microcéphalie (tableau 7).  
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Tableau 7 : exemples de gènes de DI impliqués dans la neurogenèse 
gène locus fonction signes associés ou syndrome 
ASPM 1q31.3 régulation du fuseau mitotique des neuroblastes microcéphalie 
MCPH1 8p23.1 microcéphaline, réponses aux dommages de l'adn, 
blocage de la mitose des neuroblastes 
microcéphalie 
CDK5RAP2 9q33.2 régulation du fuseau mitotique des neuroblastes microcéphalie 
CENPJ 13q12.12 régulation du fuseau mitotique des neuroblastes microcéphalie 
 
D'après Bessa et al. 2012 
 
1.2.3.2.3. Gènes impliqués dans la migration neuronale 
Durant le développement, les cellules nerveuses migrent des zones ventriculaires et sous-
ventriculaires jusqu'à leur localisation définitive. Comme la neurogenèse, la migration 
neuronale doit être strictement contrôlée. Un grand nombre de protéines jouent un rôle dans la 
migration neuronale : des protéines du cytosquelette, des molécules de la matrice 
extracellulaire, des protéines de glycosylation qui sont impliquées dans l'arrêt de la migration 
neuronale. Une disruption de ce mécanisme entraîne généralement une DI associée à des 
anomalies de gyration cérébrale (tableau 8).  
Tableau 8 : exemples de gènes de DI impliqués dans la migration neuronale 
gène locus fonction signes associés ou syndrome 
POMGNT1 1p34.1 glycosylation des protéines lissencéphalie pavimenteuse, anomalies 
congénitales oculaires et musculaires 
TUBB2B 6p25.2 β-tubuline, sous-unité des 
microtubules 
polymicrogyrie 
RELN 7q22.1 reeline, protéine de la matrice 
extracellulaire 
lissencéphalie, hypoplasie du cervelet 
VLDLR 9p24.2 récepteur des vldl, dépendant de la 
reeline 
lissencéphalie, hypoplasie du cervelet 
FKTN 9q31.2 glycosylation des protéines lissencéphalie pavimenteuse, anomalies 
congénitales oculaires et musculaires 
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POMT1 9q34.13 glycosylation des protéines lissencéphalie pavimenteuse, anomalies 
congénitales oculaires et musculaires 
TUBA1A 12q13.12 α-tubuline, sous-unité des 
microtubules 
lissencéphalie, hétérotopies sous-corticales 
POMT2 14q24.3 glycosylation des protéines lissencéphalie pavimenteuse, anomalies 
congénitales oculaires et musculaires 
PAFAH1B1 17p13.3 protéine associée aux microtubules lissencéphalie, hétérotopies sous-corticales 
FKRP 19q13.32 glycosylation des protéines lissencéphalie pavimenteuse, anomalies 
congénitales oculaires et musculaires 
LARGE 22q12.3 glycosylation des protéines lissencéphalie pavimenteuse, anomalies 
congénitales oculaires et musculaires 
ARX Xp21.3 facteur de transcription, rôle dans 
la migration neuronale 
lissencéphalie, encéphalopathie épileptique, 
syndrome de Partington 
DCX Xq23 régulation des microtubules lissencéphalie, hétérotopies sous-corticales 
 
D'après Verrotti et al. 2010 
 
1.2.3.2.4. Gènes impliqués dans la fonction synaptique 
La plupart des synapses du système nerveux sont chimiques et répondent à un stimulus en 
libérant un neurotransmetteur. De très nombreuses vésicules contenant les neurotransmetteurs 
sont présentes dans la terminaison présynaptique. Après stimulation, ces vésicules sont 
transloquées au niveau de la zone active et arrimées à la membrane présynaptique. Cette 
circulation des vésicules est dépendante des protéines Rab qui sont des GTPases, actives 
quand elles lient un GTP et inactives quand elles lient un GDP. Puis, en réponse à un influx 
intracellulaire de calcium, ces vésicules subissent une exocytose qui entraîne la libération du 
neurotransmetteur dans la fente synaptique.  




Keren Boris – Thèse de doctorat - Année 2013 
53 
Tableau 9 : exemples de gènes de DI de fonction présynaptique 
gène locus fonction signes associés ou syndrome 
NRXN1 2p16.3 neurexine, adhésion entre membranes pré et post-
synaptiques, interagit avec les neuroligines 
TSA, syndrome de tourette 
RAB3GAP1 2q21.3 voie rab-gtpase, impliquée dans le trafic des 
vésicules 
syndrome warburg-micro 
PRSS12 4q26 neurotrypsine - 
STXBP1 9q34.1
1 
arrimage des vésicules à la membrane pré-





adhésion entre membranes pré et post-
synaptiques 
- 
IL1RAPL1 Xp21 récepteur inhibiteur de l'exocytose - 
CASK Xp11.4 kinase calmoduline dépendante impliquée dans 
l'exocytose (des neurotransmetteurs ou des 
récepteurs post-synaptiques). 
microcéphalie et atrophie ponto-
cérébelleuse et FG syndrome 
SYN1 Xp11.2
3 
synapsine, se lie aux vésicules pré-synaptiques épilepsie 
GDI1 Xq28 voie rab-GTPase, impliquée dans le trafic des 
vésicules 
- 




D'après van Bockoven et al. 2011 
 
La densité post-synaptique est la région intracellulaire (dense en microscopie électronique) 
immédiatement sous-membranaire, contenant la partie intracytoplasmique des récepteurs des 
neurotransmetteurs, des canaux ioniques, ainsi que le cytosquelette sous-membranaire. Cette 
structure est très importante pour la transduction post-synaptique du signal. La DI (ainsi que 
les TSA) peuvent résulter de la disruption de la transduction du signal, tant pour les neurones 
excitateurs (glutaminergiques) que pour les neurones inhibiteurs (GABAergiques). La 
majorité des gènes de DI identifiés, qui sont impliqués dans ce mécanisme physiologique, 
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sont liés à la liaison post-synaptique du glutamate dont il existe 2 types de récepteur : NMDA 
et AMPA (tableau 10).  
Tableau 10 : exemples de gènes de DI impliqués dans l'organisation de la densité post-
synaptique 
gène locus fonction signes associés ou syndrome 
CNTNAP2 7q36.1 adhésion entre membranes pré et post-
synaptiques, interagit avec les contactines 
TSA, syndrome de tourette, 
dysplasie corticale. 
SHANK2 11q13.3 association des récepteurs des neurotransmetteurs 
à d'autres protéines de membrane 
TSA 
GRIN2B 12p13.2 sous-unité du récepteur NMDA epilepsie 
GRIN2A 16p13.2 sous-unité du récepteur NMDA epilepsie 
SHANK3 22q13.3 association des récepteurs des neurotransmetteurs 
à d'autres protéines de membrane 
TSA, syndrome de phelan-mc 
dermid 
NLGN4 Xp22.3 neuroligine, adhésion entre membranes pré et 
post-synaptiques, interagit avec la Neurexine. 
TSA 
NLGN3 Xp13.1 neuroligine, adhésion entre membranes pré et 
post-synaptiques, interagit avec la Neurexine. 
TSA 
DLG3 Xp13.1 guanylate kinase, favorise le regroupement des 
récepteurs NMDA 
- 
GRIA3 Xq25 sous-unité du récepteur AMPA - 
  
D'après van Bockoven et al. 2011 
 
La régulation de la densité protéique post-synaptique est très importante pour la plasticité 
synaptique. Cette régulation peut s'effectuer par 2 mécanismes : d'une part l'action des 
facteurs de transcription qui augmentent l'expression de certaines protéines, et, d'autre part, la 
protéolyse entraînant la dégradation de ces protéines, en particulier la protéolyse du système 
ubiquitine-protéasome, ou protéolyse UPS. Une dysfonction des gènes impliqués dans cette 
régulation peut avoir pour résultat une DI (tableau 11).  
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Tableau 11 : exemples de gènes de DI impliqués dans la régulation des protéines 
postsynaptiques 
gène  locus fonction signes associés ou syndrome 
UBE3A 15q11.2 ubiquitine ligase de la protéolyse UPS syndrome d'Angelman 
UBR1 15q15.2 ubiquitine ligase de la protéolyse UPS syndrome de Johanson-Blizzard 
HUWE1 Xp11.22 ubiquitine ligase de la protéolyse UPS DI de type Turner 
UBE2A Xq24 ubiquitine ligase de la protéolyse UPS TSA 
CUL4B Xq24 ubiquitine de la protéolyse UPS petite taille, hypogonadisme 
FMR1 Xq27.3 trafic des ARNm entre le noyau et le cytoplasme syndrome de l'X fragile 
  
D'après van Bockoven et al. 2011 
 
L'épine dendritique peut changer de taille et de forme en quelques secondes. Cette importante 
plasticité, qui résulte de la polymérisation/dépolymérisation rapide des filaments d'actine et de 
microtubules, dépend de la voie de signalisation Rho-GTPase. Une dysfonction des protéines 
régulant ces mécanismes peut entraîner une DI (tableau 12).  
Tableau 12 : exemples de gènes de DI impliqués dans la dynamique du cytosquelette 
dendritique. 
gène locus fonction signes associés ou syndrome 
MEGAP 3p25.3 activation de la voie Rho-GTPase dans la région critique du syndrome 
3p- 
LIMK1 7q11.23 kinase, inhibition de la dépolymérisation de 
l'actine, activée par PAK3 et voie Rho-GTPase 
dans la région critique de la délétion 
du syndrome de Williams-Beuren 
AP1S2 Xp22.2 adaptine, régulation de la polymérisation de 
l'actine et de l'endocytose des vésicules 
hydrocéphalie, calcifications des 
noyaux de la base 
IQSEC2 Xp11.22 activation de la voie ARF-GTPase, régulation 
l'endocytose des vésicules 
- 
FGD1 Xp11.22 activation de la voie Rho-GTPase syndrome d'Aarskog-Scott 
ARHGEF9 Xq11.1 activation de la voie Rho-GTPase encéphalopathie épileptique 
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OPHN1 Xq12 activation de la voie Rho-GTPase hypoplasie cérébelleuse 
PAK3 Xq22.3 kinase, liaison entre les Rho-GTPase et le 
cytosquelette, activation de LIMK1 
- 
OCRL1 Xq25 activation de la voie Rho-GTPase syndrome de Lowe 
ARHGEF6 Xq26.3 activation de la voie Rho-GTPase - 
  
D'après van Bockoven et al. 2011 
 
1.2.3.2.5. Gènes impliqués dans les cascades de signalisation intracellulaire 
L'activation des récepteurs des neurotransmetteurs entraîne des cascades de signalisation 
postsynaptique, en particulier de la voie Ras-MAPK-ERK et PI3K-AKT-mTOR. 
L'inactivation des gènes impliqués dans ces voies de signalisation représente un certain 
nombre d'étiologies connues de DI génique (tableau 13).  
Tableau 13 : exemples de gènes de DI impliqués dans les cascades de signalisation cellulaire. 
gène locus fonction signes associés ou syndrome 
SOS1 2p22.1 inactivation des GTPase de la voie Ras-
MAPK-ERK 
syndrome de Noonan 
RAF1 3p25.1 kinase de la voie Ras-MAPK-ERK syndromes de Noonan, LEOPARD 
BRAF 7q34 kinase de la voie Ras-MAPK-ERK syndromes de Noonan, LEOPARD, 
Cardio-Facio-Cutané 
TSC1 9q34.13 hamartine, inactivation de la voie PI3K-AKT-
mTOR, forme un complexe avec TSC2 
sclérose tubéreuse de Bourneville 
PTEN 10q23.31 phosphatase de la voie PI3K-AKT-mTOR TSA, macrocéphalie, syndromes de 
Cowden et de Bannayan-Riley-
Ruvalcaba 
SHOC2 10q25.2 protéine de structure impliquée dans la voie 
Ras-MAPK-ERK 
syndrome Noonan-like avec cheveux 
anagènes caducs 
HRAS 11p15.5 GTPase de la voie Ras-MAPK-ERK syndrome de Costello 
KRAS 12p12.1 GTPase de la voie Ras-MAPK-ERK syndromes de Noonan, Cardio-Facio-
Cutané 
PTPN11 12q24.3 phosphatase de la voie Ras-MAPK-ERK syndromes de Noonan, LEOPARD 
SPRED1 15q14 régulation de la voie Ras-MAPK-ERK syndrome de Legius 
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MAP2K1 15q22.31 kinase de la voie Ras-MAPK-ERK syndrome Cardio-Facio-Cutané 
TSC2 16p13.3 tubérine, inactivation de la voie PI3K-AKT-
mTOR, forme un complexe avec TSC2 
sclérose tubéreuse de Bourneville 
NF1 17q11.2 inhibition de la voie Ras-MAPK-ERK neurofibromatose, syndrome NF1-
Noonan 
MAP2K2 19p13.3 kinase de la voie Ras-MAPK-ERK syndrome Cardio-Facio-Cutané 
DYRK1A 21q22.13 kinase, régulation de la voie Ras-MAPK-ERK microcéphalie 
RPS6KA3 Xp22.12 kinase de la voie Ras-MAPK-ERK syndrome de Coffin-Lowry 
  
D'après van Bockoven et al. 2011 
 
1.2.3.2.6. Gènes impliqués dans la régulation épigénétique de la transcription 
Le fonctionnement cérébral repose de façon critique sur la régulation de la transcription 
génique. Un très grand nombre de gènes intervenant dans ce mécanisme sont impliqués dans 
les DI. Il s'agit souvent de facteurs de transcription, de protéines intervenant dans la 
méthylation de l'ADN, dans la méthylation et l'acétylation des histones, ou dans le 
remodelage de la chromatine (tableau 14). 
Tableau 14 : exemples de gènes de DI impliqués dans l'expression génique.  
gène locus fonction signes associés ou syndrome 
HDAC4 2q37.3 histone déacétyltransférase brachydactylie, brachymétacarpie, 
obésité 
NSD1 5q35.3 histone méthyltransférase syndromes de Sotos et de Weaver 
MED23 6q23.2 sous-unité du complexe Mediator, rôle dans 
la préinitiation de la transcription 
- 
ARID1B 6q25.3 liaison à l'ADN, sous-unité du complexe 
SWI/SNF, remodelage de la chromatine 
- 
CHD7 8q12.2 hélicase, régulation de la transcription syndrome CHARGE 
EHMT1 9q34.3 histone méthyltransférase syndrome de Kleefstra 
MED17 11q21 sous-unité du complexe Mediator, rôle dans 
la préinitiation de la transcription 
microcéphalie, épilepsie, atrophie 
cérébrale 
MLL2 12q13.12 histone méthyltransférase syndrome Kabuki 
CREBBP 16p13.3 histone acétyltransférase syndrome de Rubinstein-Taybi 
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RAI1 17p11.2 facteur de transcription syndrome de Smith-Magenis 
SETBP1 18q12.3 réplication de l'ADN syndrome de Schinzel-Giedion 
TCF4 18q21.2 facteur de transcription (hélice-boucle-
hélice) 
syndrome de Pitt-Hopkins 
DNMT3B 20q11.21 DNA méthyltransférase syndrome ICF 
EP300 22q13.2 histone acétyltransférase syndrome de Rubinstein-Taybi 
CDKL5 Xp22.13 sérine-thréonine kinase, trafic et épissage 
des ARN 
encéphalopathie épileptique 
BCOR Xp11.4 répression du facteur de transcription BCL6 microphtalmie 
ZNF41 Xp11.3 facteur de transcription (doigts de zinc) - 
ZNF674 Xp11.3 facteur de transcription (doigts de zinc) - 
ZNF81 Xp11.23 facteur de transcription (doigts de zinc) - 
KDM5C Xp11.22 histone déméthylase paraplégie spastique, petite taille, 
microcéphalie 
PHF8 Xp11.22 facteur de transcription (doigts de zinc) fente palatine 
MED12 Xq13.1 sous-unité du complexe Mediator, rôle dans 
la préinitiation de la transcription 
syndromes FG et Lujan-Fryns 
ATRX Xq21.1 hélicase, sous-unité du complexe SWI/SNF, 
remodelage de la chromatine 
α-Thalassémie, retard mental lié à l'X 
BRWD3 Xq21.1 modification de la chromatine - 
ZNF711 Xq21.1 facteur de transcription (doigts de zinc) - 
PHF6 Xq26.2 facteur de transcription (doigts de zinc) syndrome de Borjeson-Forssman-
Lehmann 
MECP2 Xq28 liaison à l'ADN méthylé, répression de la 
transcription 
syndrome de Rett 
  
D'après van Bockoven et al. 2011 
 
1.2.4. Déficience intellectuelle liée à l'empreinte 
Les gènes soumis à empreinte ont une expression monoallélique, la copie active étant soit sur 
l'allèle paternel, soit sur l'allèle maternel.  
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Environ une centaine de gènes humains soumis à empreinte sont connus (Dulac et al. 2010), 
et une grande partie d'entre eux sont exprimés dans le cerveau. Ces gènes sont groupés dans 
des régions spécifiques du génome : les régions soumises à empreinte ou différentiellement 
méthylées, qui sont sous le contrôle de séquences d'ADN particulières appelées "centres de 
l'empreinte". 
Les maladies liées à l'empreinte résultent d'une inactivation de l'allèle physiologiquement 
exprimé, que ce soit par délétion chromosomique, mutation ponctuelle (génique ou du centre 
de l'empreinte), épimutation (déméthylation ou hyperméthylation d'un îlot CpG méthylé 
différentiellement) ou disomie uniparentale. Ainsi les délétions d'un même locus et des 
disomies uniparentales d'un même chromosome peuvent entraîner 2 syndromes totalement 
différents selon que c'est l'allèle paternel ou maternel qui est perdu. C'est le cas des syndromes 
d'Angelman et de Prader-Willi, tous 2 dus à la délétion de la même région, en 15q11.2 : le 
premier résulte de la perte de l'allèle maternel et le second de l'allèle paternel. 
La majorité des syndromes connus liés à l'empreinte sont des pathologies de la croissance, 
mais certains sont impliqués dans la DI (tableau 15). 
Tableau 15 : principaux syndromes liés à l'empreinte avec DI au premier plan 
syndrome locus allèle 
inactivé 
principaux mécanismes signes associés 
Prader-Willi 15q11.2 paternel délétion, disomie 
uniparentale 
hypotonie, obésité 





D'après Hosoki et al. 2009, Yamazawa et al. 2010 
 
 
Keren Boris – Thèse de doctorat - Année 2013 
60 
1.2.5. Connexion étiologique et physiopathologique entre déficience intellectuelle et TSA 
Comme nous l'avons vu à la partie 1.6., la DI et les TSA sont 2 affections fréquemment 
associées : 28% des individus DI ont des TSA (Bryson et al. 2008), 67% des patients TSA 
sont atteints de DI (Fombonne et al. 2003), et quasiment tous les patients ayant une DI sévère 
répondent aux critères des TSA (Bryson et al. 2008). Bien que les TSA et la DI correspondent 
à 2 diagnostics différents, ce chevauchement phénotypique est remarquable. 
Les TSA ont une incidence élevée dans de nombreuses DI-S : 25 à 47% dans l'X fragile, 5 à 
10% dans la trisomie 21, et 16 à 48% des scléroses tubéreuses de Bourneville (Kaufman et al. 
2010). 
Durant la dernière décennie, les importants progrès technologiques, (puces ADN, NGS) ont 
permis d'identifier un grand nombre d'anomalies de l'ADN, qu'il s'agisse des variations 
structurales ou des variations ponctuelles qui sont impliquées dans la DI, dans les TSA et dans 
d'autres pathologies neuropsychiatriques comme la schizophrénie. Ces avancées ont permis 
d'identifier des facteurs étiologiques communs à ces pathologies, qu'ils aient un fort effet 
pathogène avec une hérédité mendélienne, ou qu'ils soient des facteurs de susceptibilité 
nécessitant d'autres facteurs génétiques ou environnementaux pour s'exprimer (Mefford et al. 
2012). 
Les CNV impliqués à la fois dans les TSA et la DI sont principalement la délétion de 
SHANK3, la délétion 3q29, la duplication 15q11.2 et la majorité des CNV classés comme 
facteurs de susceptibilité, i.e. les délétions et duplications 1q21.1, 16p11.2, 16p13.3, la 
délétion 15q13.3, la duplication 15q11.2 (cf. 1.2.2.2.4., Malhotrat et al. 2012), etc. 
Au niveau génique, ce sont principalement les gènes codant les protéines de structure et du 
fonctionnement synaptique qui sont mutés à la fois dans les TSA et dans la DI, de sorte qu'on 
parle de « synaptopathie » (cf. 1.2.3.2.4. Zoghbi et al. 2012). FMR1, qui est impliqué dans la 
régulation des protéines post-synaptiques, est la cause monogénique la plus fréquemment 
retrouvée dans la DI et dans les TSA. On retrouve également des gènes de protéines de 
l'organisation de la synapse qui sont mutés dans la DI et comme dans les TSA : il s'agit de 
certaines neuroligines et contactines, les neurexines, UBE2A, SHANK2 et SHANK3. Une autre 
cause classique de TSA et de DI est la sclérose tubéreuse de Bourneville, causée par des 
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mutations de TSC1 et TSC2, responsables d'une disruption de cascades de signalisation 
postsynaptique.  
Il faut signaler que certaines mutations géniques, associées à la fois à la DI et aux TSA, 
peuvent être associées aussi à la schizophrénie. Ainsi, les avancées récentes dans l'étude des 
étiologies de ces troubles neuropsychiatriques semblent démontrer l'existence de voies 
pathologiques communes qui permettraient de les considérer comme appartenant au même 
spectre de pathologies (Cross-Disorder Group of the Psychiatric Genomics Consortium, Lee 
et al. 2013). 
Une théorie intéressante, qui explique que les mêmes anomalies génétiques occasionnent des 
pathologies cliniquement très différentes, est celle de l'homéostasie neuronale (Ramocki et al. 
2008). Lorsqu'une mutation ou un CNV entraîne une dysfonction cellulaire, le phénotype 
résultant va dépendre de la fonction du ou des groupes de neurones atteints dans le cerveau en 
développement. L'anomalie génétique va activer des mécanismes de compensation 
(homéostasie) dans les différents réseaux neuronaux atteints, ce qui va entraîner une réduction 
de la flexibilité synaptique. Et selon le réseau neuronal touché, il en découlera des anomalies 
différentes du phénotype neuropsychiatrique.   
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2. Objectifs du travail  
 
Nous avons effectué une ACPA en puces SNP dans une série de patients atteints de DI sans 
étiologie. 
Les objectifs ont été :  
1) de détecter, dans un cadre diagnostic, les CNV responsables de la DI des patients ; 
2) d'identifier, via l'analyse des CNV, des gènes candidats potentiellement impliqués dans la 
DI ; 
3) d'étudier, chez des patients sélectionnés, la séquence de certains de ces gènes afin de 
valider leur implication dans la DI. 
 
2.1. Stratégie diagnostique utilisée 
Le caryotype était, jusqu'à peu, la seule technique d'étude globale du génome utilisée en 
routine. Depuis la première mise en évidence d'une anomalie chromosomique chez l'homme, à 
savoir la trisomie 21 (Lejeune et al. 1959), de nombreuses anomalies de nombre, mais 
également de structure des chromosomes ont été détectées chez des patients présentant une DI 
(Grouchy et al. 1984). En effet, on évalue actuellement à 10-15% la proportion des DI dues à 
une anomalie chromosomique détectable avec le caryotype en bande (Rauch et al 2006). Pour 
les 60% de patients pour lesquels aucune autre étiologie (infectieuse, néonatale, génique, 
environnementale…) n'est retrouvée, la question se pose alors d'une anomalie chromosomique 
infra microscopique, car la sensibilité actuelle de cette technique est de l'ordre de 5 millions 
de paires de bases (5Mb).  
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Afin d'essayer de mettre en évidence des anomalies chromosomiques plus fines, de taille 
inférieure à 5 Mb, les techniques de cytogénétique ont été combinées à celles de biologie 
moléculaire, dès la fin des années 1980 : on a ainsi mis au point les techniques dites de 
cytogénétique moléculaire. L'ensemble de ces techniques repose sur la capacité qu'a l'ADN de 
se dénaturer et de s'hybrider de façon spécifique dans des conditions de température, de 
salinité et de pH particulières. Se sont ainsi développées certaines de ces techniques, comme 
la FISH, la MLPA, la QMPSF ou la MAPH qui permettent de détecter des anomalies 
déséquilibrées avec une résolution bien meilleure que le caryotype. En effet, elles détectent de 
petits déséquilibres de l'ordre de la base nucléotidique pour les plus résolutives, mais ont pour 
inconvénient de n'explorer que certains locus spécifiques et en conséquence de n'être pas bien 
adaptées au diagnostic de la majorité des anomalies chromosomiques qui sont des anomalies 
privées. 
L'avancée technologique la plus significative a été le développement de l’ACPA qui permet 
de façon reproductible une exploration pangénomique comme le caryotype, mais avec un 
niveau de résolution beaucoup plus important. Plusieurs méthodes existent. La plus classique 
est la "CGH array" mais, les puces SNP sont également utilisées pour les mêmes applications. 
Ce sont ces puces que nous avons utilisées afin de retrouver les CNV responsables de la DI de 
nos patients. 
Afin de distinguer les anomalies potentiellement pathogènes des anomalies normalement 
présentes chez des individus sains, nous avons suivi une stratégie issue des différentes 
recommandations (Lee (b) et al. 2007, Mannings et al. 2010, Miller et al. 2010, South et al. 
2011, Kearney et al. 2011). 
Plusieurs critères peuvent être utilisés pour juger de la pathogénicité d'un CNV :  
- L'analyse des parents : si l'un des 2 parents est bien portant et porteur du CNV 
retrouvé chez le cas index DI, cela est en défaveur du caractère pathogène. Les limites de ce 
critère sont les CNV touchant les gènes de pathologies récessives et les facteurs de 
susceptibilité. Une délétion peut être portée par un parent sain, mais être pathogène chez le 
cas index en raison de la présence d'une mutation ponctuelle délétère sur l'allèle restant. Ce 
critère est également pris en défaut pour les CNV facteurs de risque à expréssivité variable et 
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pour les CNV incluant des gènes liés à l'empreinte : ils sont retrouvés aussi bien chez des 
individus DI que chez des personnes en bonne santé. 
- La taille du CNV et son contenu en gènes : plus le CNV est grand et contient de 
nombreux gènes et plus son caractère pathogène est probable. Mais ce critère n'est pas absolu, 
car une délétion ponctuelle dans une séquence codante d'un gène responsable de DI peut être 
pathogène. A l'inverse, des CNV de plusieurs Mb peuvent être bénins (Filges et al. 2009). 
- La nature du CNV : les gains de copies sont classiquement mieux supportés et donc en 
défaveur du caractère pathogène. Il ne s'agit toutefois pas d'un critère absolu, certains gains de 
copies étant pathogènes (cf. 1.2.2.2.3.). 
- Les précédentes études rapportant le CNV et les bases de données ISCA, DECIPHER, 
DGV, Genereviews : si le CNV a déjà été identifié chez des patients DI et / ou s’il est absent 
de populations contrôles de même origine géographique, cela est en faveur du caractère 
pathogène. A l'inverse, si le CNV a déjà été retrouvé chez des individus sains, cela est en 
défaveur du caractère pathogène. Il existe toutefois des limites à ce principe : des CNV 
potentiellement pathogènes peuvent être retrouvés dans la population générale quand ils 
contiennent des gènes de maladies AR (une mutation sur l'allèle restant est alors nécessaire 
pour développer la maladie), ou quand ils ont une expressivité variable (facteurs de 
susceptibilité). En raison de leur moindre fiabilité, nous n'avons pas pris en compte les CNV 
de DGV détectés uniquement sur des puces anciennes (de type BAC). 
- La présence d'un ou de plusieurs gènes connus étant pathogéniques dans le CNV (base 
de données OMIM). Dans ce cas, il faut vérifier que le type de mutation répertoriée 
correspond au type de CNV. Par exemple, un gain de copies d'un gène, dont les mutations 
pathogènes sont inactivatrices, peut être bénin. De même, une perte de copie monoallélique 
d'un gène n'a classiquement pas de conséquence phénotypique, lorsque les mutations de ce 
gène sont responsables d'une maladie AR. 
Afin de faciliter l'interprétation des CNV, nous avons développé un outil bioinformatique 
d'aide à l'analyse (figure 5). Cet outil, appelé CNVAP, permet de répertorier tous les CNV 
que nous retrouvons, d'y associer la clinique des patients, et les éléments provenant des bases 
de données publiques en termes de CNV (ISCA, DGV) et de gènes (OMIM, Refseq).
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Figure 5 : capture d'écran de la fiche d'un individu sur CNVAP : (a) numéro d'échantillon, (b) pathologie du patient (nomenclature Orphanet), (c) 
signes cliniques du patient (nomenclature LDDB), (d) différents CNV retrouvés (nomenclature ISCN), (e) nombre de gènes dans le CNV (base de 
données Refseq), (f) nombre de gènes de pathologies connues (base de données OMIM), (g) CNV décrit dans la population générale (base de 
données DGV), (h) CNV répertorié par l'ISCA (avec le type de CNV : bénin, probablement bénin, probablement pathogène, pathogène), (i) CNV 
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En cliquant sur les liens UCSC ou DGV, on peut obtenir des informations supplémentaires 
sur les gènes inclus (nom, fonction, pathologie associée, expression tissulaire) ou être redirigé 
vers les genome browsers UCSC, NCBI map viewer ou DGV. 
A partir de cette aide, nous avons établi la stratégie diagnostique comme suit :  
- lorsqu'un CNV ne contenait aucune séquence codante ou est répertorié chez des 
individus contrôle (DGV), nous l'avons considéré comme bénin et nous ne sommes pas allés 
plus loin dans son étude ;  
- les CNV non présents dans DGV et contenant des séquences codantes ont été 
considérés comme des CNV d'intérêt. Dans ce cas, une étude des parents, a été réalisée 
lorsqu'elle était possible afin de déterminer si le CNV est transmis ou de novo.  
Nous avons ensuite interprété en fonction des données de la littérature, de la taille, et des 
gènes inclus. Cette stratégie diagnostique est schématisée sur la figure 6. 
Lorsque le CNV était transmis par un parent sain, nous l'avons habituellement considéré 
comme probablement bénin. Il est toutefois possible qu'un gène de pathologie autosomique 
récessive se trouve dans une délétion transmise (Boone et al. 2013). Dans ce cas, la délétion 
de ce gène peut avoir une expression clinique chez le patient si l'allèle controlatéral est muté, 
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Figure 6 : schéma simplifié de la conduite diagnostique devant la découverte d'un CNV en 
ACPA. VOUS : Variant of Unknown Significance (variant de signification inconnue). Ce 
schéma part de la situation la plus fréquente, le CNV est sur un autosome et les parents sont 
sains. Néanmoins, certains cas particuliers n'obéissent pas à cet algorithme. 
 
 
Tous les CNV d'intérêt ont été contrôlés chez les patients et recherchés chez les parents quand 
l’ADN de ceux-ci était disponible :  
- pour les délétions > 500 kb et les duplications > 2 Mb, nous avons utilisé la FISH afin 
de les rechercher chez les parents et les contrôler chez les patients ; 
- pour les délétions < 500 kb et les duplications < 2 Mb (plus difficilement visibles en 
FISH) nous avons commencé par rechercher le CNV en ACPA chez les parents. Si le CNV 
n'a pas été retrouvé, nous avons vérifié la paternité puis refait une ACPA chez le patient. 
 
2.2. Identification et validation des gènes candidats 
En étudiant notre série passée en ACPA, nous avons eu comme objectif d'identifier de 
nouveaux gènes candidats de DI, et pour ce faire, selon le type de CNV, nous avons utilisé 
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des stratégies différentes. En outre, étant donné la détection des LOH par les puces SNP que 
nous avons utilisées (cf. 3.2.4.2.3.), nous avons également exploité ce type de données. 
 
2.2.1. Délétions de novo 
Un certain nombre de gènes de DI monogénique ont été identifiés en séquençant dans des 
cohortes de patients à phénotype identique, le ou les gènes retrouvés chez un patient 
présentant une délétion de novo.  
C'est le cas, par exemple du gène CHD7, responsable du syndrome CHARGE : deux délétions 
de novo chevauchantes incluant CHD7 ont été retrouvées, en CGH array, chez 2 patients. Et 
en effet, un séquençage du gène dans des séries de patients atteints a retrouvé des mutations 
délétères et permis de valider la responsabilité de ce gène dans le syndrome (Vissers et al. 
2004).  
C'est aussi de cette façon que le gène MBD5 a été identifié comme responsable de DI, par la 
détection de délétions de novo en ACPA chez des sujets atteints (Wagenstaller et al. 2007, 
Talkowski et al. 2011). Notre équipe a également identifié des mutations dans le gène 
PCDH19, chez des patientes atteintes d’une encéphalopathie épileptique proche du syndrome 
de Dravet, conduisant à une DI de sévérité variable limitée aux filles, après avoir retrouvé une 
délétion de novo chez un patient qui s’est avéré être mosaïque (Depienne et al. 2009). 
Durant notre travail, nous avons détecté plusieurs petites délétions de novo ne contenant qu'un 
gène (cf. 4.4.1.).  
Nous avons utilisé les critères suivants afin de sélectionner les gènes d'intérêt :  
- le gène est exprimé dans le cerveau ; 
- le gène a une fonction parmi celles impliquées dans la DI (cf.1.2.3.) ; 
- le gène est d'une taille limitée (permettant ainsi son analyse de façon relativement 
aisée et peu couteuse) ; 
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- le phénotype permet d'obtenir facilement une cohorte de réplication via le Centre de 
référence des déficiences intellectuelles de causes rares, ou via des collaborations extérieures. 
Lorsque ces critères étaient réunis, nous avons séquencé (en méthode Sanger ou NGS) le gène 
d'intérêt dans une série de patients possédant le même phénotype que le cas index porteur de 
la délétion de novo.  
 
2.2.2. Délétions transmises par un parent 
Dans cette hypothèse, nous avons sélectionné plusieurs délétions (cf. 4.4.2.), ne contenant 
qu'un gène nous paraissant intéressant. Les critères que nous avons utilisés pour juger de 
l'intérêt du gène délété étaient les mêmes que ceux utilisés précédemment pour les délétions 
de novo.  
. 
Lorsque la plupart de ces critères étaient rassemblés nous avons séquencé (en méthode 
Sanger) le gène d'intérêt sur l'allèle non délété afin de détecter une mutation délétère, qui 
entraînerait l'expression d'une pathologie AR.  
 
2.2.3. Délétion homozygote 
Les délétions homozygotes emportant des séquences codantes sont rares, en dehors des 
polymorphismes communs. Elles peuvent, quand elles sont présentes, être responsables d'une 
maladie autosomique récessive (Boone et al. 2013). Ainsi, nous avons suspecté qu'une 
délétion homozygote des gènes ATAD3B et ATAD3C était pathogène, et réalisé un 
séquençage d'une série de patients phénotypiquement sélectionnés, à la recherche de 
mutations homozygotes ou hétérozygotes composites. 
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2.2.4. Homozygosity mapping 
Comme nous l'expliquerons plus loin (cf. 3.2.4.2.3.), l'un des intérêts des puces SNP est la 
détection des pertes d’hétérozygotie à nombre de copies normal (Copy Neutral Loss of 
Heterozygosity ou CNLOH). Pour les cas familiaux de DI autosomique récessive avec 
consanguinité, il nous a ainsi été possible d'utiliser ces CNLOH afin de réaliser de 
"l'homozygosity mapping". Le principe est de sélectionner, dans une famille consanguine, les 
CNLOH portés par les individus atteints mais absents chez ceux qui ne le sont pas, en 
émettant l'hypothèse que la mutation homozygote, responsable de la pathologie, est dans une 
de ces régions (Lander et al. 1987, Hildebrandt et al. 2009, Kaufman et al. 2010). La taille 
globale des CNLOH d'intérêt est souvent d'autant plus petite qu'il y a d'individus à analyser 
dans la famille et que la consanguinité est éloignée.  
Nous avons ensuite sélectionné les familles pour lesquelles une étude génique a été réalisée 
selon les critères suivants (cf. 4.4.4.) :  
- l'ensemble des CNLOH sélectionnés dans la famille comporte moins de 100 gènes ; 
- le phénotype permet d'obtenir facilement une cohorte de réplication via le Centre de 
référence des déficiences intellectuelles de causes rares, ou via des collaborations extérieures. 
Une fois les CNLOH sélectionnés, si un gène inclus est fortement suspect d'être impliqué 
dans la DI (d'après la littérature), nous l'avons séquencé selon la méthode Sanger. Dans le cas 
contraire, nous avons fait réaliser un séquençage de toutes les séquences codantes (l'exome) 
en NGS, en nous focalisant sur les mutations retrouvées dans les régions sélectionnées par 
l'homozygosity mapping. 
Lorsqu'une mutation potentiellement pathogène a été retrouvée en NGS, nous avons séquencé 
ce gène en méthode Sanger chez les patients afin de valider le résultat, puis dans une série de 
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2.2.5. Points de cassure de remaniements équilibrés 
La caractérisation des points de cassure des remaniements équilibrés est une méthode 
classique d'identification de gènes pathogènes. Cette méthode a par exemple permis 
d’identifier les gènes NSD1 et NIPBL comme responsables, respectivement, des syndromes de 
Sotos (Korotaki et al. 2002) et de Cornelia de Lange (Krantz et al. 2004), ou plus récemment, 
les gènes CDH15 et KIREL3 (Bhalla et al. 2008) comme gènes de DI. 
L'ACPA ne nous permet pas de caractériser les points de cassure des remaniements équilibrés 
car elle ne détecte que les CNV. Nous avons toutefois pu caractériser un remaniement 
déséquilibré cryptique porté par une patiente DI, dont le père et la soeur non atteints étaient 
porteurs du remaniement sous sa forme équilibrée avec un point de cassure coupant le gène 
ATXN10 (cf. 4.5). 
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3. Matériels et méthodes 
 
Dans cette partie, nous décrirons la série de patients DI que nous avons étudiée, ainsi que les 
techniques que nous avons utilisées, à savoir l’ACPA et le séquençage de l’ADN. 
 
3.1. Série de patients 
Nous avons étudié l’ADN de 1 187 patients, atteints de DI sans diagnostic étiologique, par 
puces ADN. Les patients ont tous été vus en consultation de génétique, dans le Centre 
national de référence des DI de causes rares (coordonné par le Dr Delphine Héron à l'hôpital 
de la Pitié-Salpêtrière). Lors de cette consultation, comme il est de coutume, les patients ont 
fait l'objet d'un interrogatoire détaillé sur leur histoire personnelle et familiale, ainsi que d'un 
examen clinique complet. Puis, en fonction de la clinique, a été réalisé un bilan étiologique 
paraclinique qui pouvait comprendre un caryotype, une recherche d'X fragile, une IRM 
cérébrale, un bilan malformatif et électrophysiologique, et un bilan métabolique (Verloes et 
al. 2012). Si ce premier bilan était négatif, une analyse sur puce ADN a été effectuée, après 
avoir reçu le consentement éclairé des patients. 
Les patients de la série avaient 17 ans d'âge moyen, avec des extrêmes allant de 6 mois (retard 
de développement) à 75 ans (tableau 16) ; 61% étaient de sexe masculin et à 39% de sexe 
féminin ; 68% avaient une DI-S, et 32% une DI-NS. Et enfin, sur les 1 187 patients, 256 
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Tableau 16 : résumés des caractéristiques des patients DI passés en ACPA pour ce travail. 
 DI-NS DI-S total 
sexe nombre âge moyen nombre âge moyen nombre âge moyen 
masculin 277 13 ans 453 17 ans 730 (61%) 15 ans 
féminin 101 18 ans 356 20 ans 457 (39%) 19 ans 
total 378 (32%) 14 ans 809 (68%) 18 ans 1 187 17 ans 
 
 
3.2. Les puces ADN  
3.2.1. Modèles de lames utilisées 
Pour notre étude, nous avons utilisé 3 différents modèles de puces (tableau 17, figure 7) :  
- les Illumina HumanCNV370-duo, de décembre 2007 à février 2008 (61 patients) ; 
- les Illumina HumanCNV370-quad de mars 2008 à mars 2009 (92 patients) ; 
- les Illumina HumanCytoSNP-12 d'avril 2009 à mai 2013 (1034 patients). 
 
Tableau 17 : différents types de puces Illumina utilisées dans cette étude 
 HumanCNV370-duo HumanCNV370-quad HumanCytoSNP-12 
marqueurs 370 404 370 404 299 140 
marqueurs SNP 353 203 353 203 297 623 
échantillons/lame 2 4 12 
écart médian  5 kb 5 kb 6,2 kb 
nom du protocole Infinium II Assay Infinium HD Assay Super Infinium HD Assay Ultra 
ADN de départ 750ng 300ng 300ng 
 
Source : Illumina 
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Figure 7 : de gauche à droite : puces Illumina HumanCNV-370-duo, HumanCNV370-quad et 
HumanCytoSNP-12 
 
Source : Illumina 
3.2.2. La technologie des puces Illumina 
Pour notre travail, nous avons utilisé la technique des puces à ADN développée par Illumina, 
appelée "beadchips" ou "bead arrays". Les puces Illumina sont des puces SNP, c'est-à-dire 
que chaque sonde analyse un SNP. Contrairement à la technique d'ACPA la plus utilisée, à 
savoir la CGH array, chaque sonde donne non seulement une indication sur le nombre de 
copies (CNV), mais aussi sur le génotype du SNP correspondant (génotype homozygote AA, 
homozygote BB ou hétérozygote AB). 
Par rapport aux autres puces oligonucléotidiques, les puces Illumina reposent sur une 
conception différente (Gunderson et al. 2004) : en effet, les sondes ne sont pas synthétisées in 
situ, mais indépendamment de la puce. Les oligonucléotides sont tous longs de 50 bases 
nucléotidiques et fixés sur des billes (beads) de silice de 3µm (Steinberg et al. 2004). Chaque 
Keren Boris – Thèse de doctorat - Année 2013 
76 
bille contient environ 10
6
 oligonucléotides porteurs de la même séquence et servant ainsi de 
sonde. Les sondes s'assemblent ensuite de façon aléatoire sur une lame de silicium contenant 
des puits de même diamètre que les billes (Fan et al. 2006). Les billes sont présentes sur la 
lame avec une redondance de 15 à 20 fois en moyenne (figure 8). 
Figure 8 : exemple de puce Illumina (HumanCNV370-quad). Chaque champ est formé de 
centaines de milliers de micropuits dans lesquels se sont assemblées des billes où sont fixés 
les oligonucléotides.  
  
D'après Gunderson et al. 2004 
L'intérêt de cette méthode de production est qu'elle permet un très haut degré de 
miniaturisation. En revanche, son inconvénient est que les sondes ne sont pas dirigées sur le 
support lors de la fabrication de la puce et sont, de ce fait, localisées de façon aléatoire et 
variable d'une puce à l'autre. Chaque puce doit donc subir une étape de décodage (ou 
d'adressage) avant utilisation (figure 9). 
Pour cela, sont effectuées plusieurs étapes d'hybridation / déshybridation séquentielles de la 
puce, avec des oligonucléotides spécifiques marqués en FAM ou cy3, en faisant varier le 
Micropuits 
Oligonucléotides 
fixés sur des billes 
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marquage d'un oligonucléotide donné d'une étape à l'autre. Ainsi, chaque sonde sera associée 
à une signature correspondant à la séquence de couleurs obtenue par les différentes 
hybridations. 
Figure 9 : processus de décodage d'une puce Illumina. Chaque bille possède sa propre 
signature suite aux étapes d'hybridation successives, permettant de l'adresser sur la puce. 
Ici, la bille #2 est reconnue par la séquence vert/rouge/vert. 
 
Source : Gunderson et al. 2004 
Ainsi, à chaque puce correspond une série de fichiers de décodage, qu'on appelle "Decode 
Data", informant sur la localisation de chaque sonde et qui diffère d'une puce à l'autre. 
Etape 1 Etape 2 Etape 3 
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Les puces Illumina peuvent avoir plusieurs applications : génotypage de SNP pour des études 
d’association ou de liason par exemple, recherche de CNV, étude d'expression, étude de 
méthylation, etc. Ces applications n'utilisent pas toutes les mêmes modes opératoires ni les 
mêmes techniques d'analyse, mais le principe de production et de décodage des puces est 
identique. 
 
3.2.3. Principe de la technique d'ACPA Illumina 
L'analyse pangénomique sur puces Illumina (et plus généralement sur puces SNP) diffère de 
la technique de CGH array qui est la plus utilisée actuellement en ACPA.  
La différence essentielle est qu'il ne s'agit pas d'une hybridation comparative de l'ADN testé 
avec un ADN témoin : seul l'ADN testé est utilisé dans cette méthode. Le protocole s'appelle 
"Infinium Assay" et repose sur la détection de l'extension d'une seule base sur la sonde (single-
base extension assay) (Steemers et al. 2006).  
Les principales étapes du processus sont décrites dans la figure 10. Elles comportent une 
amplification de l’ADN génomique, suivie d’une fragmentation et d’une hybridation sur la 
puce. Les sondes présentes sur les puces, et hybridées avec les ADN testés, subissent alors 
l’étape d’extension d’une base permettant le génotypage SNP, suivie d’une révélation par des 
anticorps fluorescents. Le matériel de départ est 750 ng d'ADN pour les puces 







Keren Boris – Thèse de doctorat - Année 2013 
79 






D'après Steemers et al. 2006 
L'ADN génomique fragmenté s'hybride sur les 
sondes de la puce. Chaque sonde correspond à un 
oligonucléotide de 50 mers s'arrêtant juste une base 
avant un SNP 
Au niveau de la puce, la couleur de la fluorescence 
est fonction du génotype du SNP, et l'intensité de 
la fluorescence est fonction du nombre de copie. 
Le ddNTP marqué a provoqué une terminaison de 
chaîne de polymérisation. Le type de marquage 
correspond au génotype du SNP de chaque sonde. 
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3.2.4. Analyse des puces Illumina 
3.2.4.1. Lecture des lames 
Une fois la révélation réalisée, les lames ont été lues par un scanner Illumina : l'Illumina 
BeadArray Reader, ou l'Illumina iScan (figure 11). 
 
Figure 11 : à gauche : le BeadArray Reader ; à droite : l'iScan. 
 
 
Source : Illumina 
 
Grâce à 2 lasers, l'un rouge et l'autre vert, ces scanners vont détecter la fluorescence au niveau 
de chaque sonde de la puce. Les sondes dont le SNP est homozygote apparaîtront en rouge ou 
en vert, et les sondes dont le SNP est hétérozygote apparaîtront en jaune (figure 12).  
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Figure 12 : image de puce en train d'être scannée sur le logiciel Illumina BeadScan. Chaque 




Après ce scan, les données brutes, composées du fichier image de la puce (extensions .jpeg ou 
.tiff) et des fichiers d'intensité (extensions .idat) ont été récupérées. 
  
3.2.4.2. Analyse des données 
Les fichiers d'analyse de puces ont été créés avec le logiciel Illumina GenomeStudio à partir 
des fichiers d'intensité : fichiers .idat comprenant les valeurs de fluorescence, en vert et rouge. 
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3.2.4.2.1. Lecture des profils  
L'analyse des résultats a été faite dans le Genome Viewer du logiciel Illumina GenomeStudio. 
Deux graphiques ont été utilisés pour cela ; et dans les 2 cas, chaque point représente une 
sonde (figure 13) :  
- B allele freq (BAF) : correspond à la fréquence de l'allèle B pour chaque sonde, dont 
on peut déduire le génotype SNP. Un SNP de génotype AA aura une BAF à 0 ; un AB sera à 
0,5 et un BB à 1 ;  
- log R ratio (LRR) : correspond à l'intensité du signal par rapport à la référence interne 
suivant la formule ln(R test / R référence). Si le nombre de copies est normal la valeur sera à 
ln1 soit 0 ; 
Figure 13 : image d'un chromosome 7 normal sur le Genome Viewer. Graphe du haut : BAF à 




Le chromosome X des échantillons masculins est particulier, car, en dehors des régions 
pseudoautosomiques, il n'y a qu'une copie pour chaque sonde. Par conséquent, la BAF est soit 
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Figure 14 : image d'un chromosome X normal chez un homme. A noter l'absence de SNP 
avec BAF à 0,5 en dehors des régions pseudoautosomiques. 
 
  
3.2.4.2.2. Visualisation des anomalies chromosomiques homogènes 
En cas de délétion homogène d'un autosome, c'est-à-dire en cas de perte d'une copie, le LRR 
devient négatif, en théorie ln 0,5 = - 0,7. Chaque SNP n'a qu'un allèle : le génotype est donc 
soit A (BAF = 0), soit B (BAF = 1) ; il n'y a plus de SNP avec BAF = 0,5. On appelle cela une 
perte d'hétérozygotie (Loss of Heterozygosity ou LOH, figure 15) 
Figure 15 : délétion terminale 6q de 3,5Mb (patient PSL_12844). Il n'y a plus de SNP avec BAF 
à 0,5 (LOH), et le LRR est négatif 
 
En cas de duplication homogène d'un autosome, le LRR devient positif ; en théorie, on a ln1,5 
= 0,4. Les génotypes possibles pour les SNP sont : AAA (BAF = 0) ; AAB (BAF = 0,33) ; 
ABB (BAF = 0,67) ou BBB (BAF = 1) (figure 16). 
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Figure 16 : duplication 7q11.2 (patient PSL_11799). Le LRR est positif, et la BAF de certains 
SNP est à 0,33 ou 0,67. 
 
 
En cas de délétion biallélique (0 copie), le LRR plonge à des valeurs très négatives (LRR 
théorique : ln 0 = - ∞). Quant à la BAF, elle a des valeurs aléatoires, car il n'y a ni allèle A, ni 
allèle B ; par conséquent la valeur théorique est 0 / 0, donc une forme indéterminée. En cas de 
délétion monoallélique sur l'X d'un homme, on a la même image, car il ne reste également 
aucune copie (figure 17). 
Figure 17 : délétion sur le chromosome X d'un homme. La LRR est très négative et les BAF se 
répartissent de façon aléatoire. 
 
 
En cas de duplication biallélique ou de triplication monoallélique (4 copies), le LRR est 
positif à environ 0,7 (ln2), et les SNP ont, selon leur génotype, une BAF à 0 (AAAA) ; 0,25 
(AAAB) ; 0,5 (AABB) ; 0,75 (ABBB) ou 1 (BBBB) (figure 18). 
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Figure 18 : triplication de la région 15q proximale (patient PSL_12810). Le LRR est positif et 
les BAF sont à 0 ; 0,25 ; 0,5 ; 0,75 et 1. 
 
  
3.2.4.2.3. Les pertes d'hétérozygotie 
Un des intérêts majeurs des puces SNP, comparées à la CGH array, est que, grâce à l'analyse 
des génotypes, il est possible de détecter les pertes d'hétérozygotie sans modification du 
nombre de copies (Copy Neutral LOH ou CNLOH). 
Ces CNLOH peuvent s'expliquer de 2 façons :  
- une consanguinité : le CNLOH correspond à une région héritée de l'ancêtre commun 
des parents apparentés ; 
- une isodisomie uniparentale (iUPD) : le CNLOH correspond à une région dont les 2 
allèles proviennent du même chromosome parental. 
 
Il est souvent possible de distinguer une iUPD du CNLOH à partir de plusieurs éléments :  
- la consanguinité est généralement connue grâce à l'interrogatoire, et les CNLOH sont 
habituellement répartis sur plusieurs chromosomes ; 
- les CNLOH d'une iUPD sont de grande taille et sur un seul chromosome (figure 19). 
 Avant d'affirmer qu'il s'agit d'une iUPD, un génotypage des parents est toutefois nécessaire.  
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Figure 19 : CNLOH complet du chromosome 16, dû à une upd(16) (patient PSL_7798). 
 
  
3.2.4.2.4. Les anomalies en mosaïque 
Les anomalies en mosaïque sont responsables d'images particulières sur le Genomeviewer de 
GenomeStudio.  
En cas de perte de copies en mosaïque, le LRR reste négatif, mais est plus proche du 0 que les 
délétions homogènes. Et certains SNP ont une BAF intermédiaire, comprise entre 0 et 0,5 
(mosaïque A/AB) et entre 0,5 et 1 (mosaïque B/AB) (figure 20). 
Figure 20 : délétion 7q interstitielle en mosaïque. Le LRR est négatif, mais moins que dans le 
cas d'une délétion interstitielle homogène. Certains SNP ont une BAF intermédiaire. 
 
Il est possible de calculer le taux de mosaïque en utilisant les valeurs de BAF intermédiaires 
entre 0 et 0,5 pour les SNP en mosaïque A / AB (qu'on appelle BAF mineures, figure 21). 
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Figure 21 : calcul du taux de mosaïque (M) d'une délétion en utilisant la valeur de la BAF 
mineure. 
BAF = nombres d'allèles B / nombre d'allèles totaux = (1 - M) / (M + 2 (1 - M) ) 
M = (1 - 2BAF) / (1 - BAF) 
En reprenant la délétion de la figure 20, la BAF mineure est environ à 0,35 ; donc le taux de 
mosaïque est autour de 46%. 
 
 
En cas de gain de copies en mosaïque, le LRR reste positif, mais est plus proche du 0 que les 
délétions homogènes. Et certains SNP ont une BAF intermédiaire, comprise entre 0,33 et 0,5 
(mosaïque AAB/AB) et entre 0,5 et 0,67 (mosaïque ABB/AB) (figure 22). 
 
Figure 22 : trisomie 12 complète en mosaïque. Le LRR est positif, mais moins que pour un 
gain homogène. Certains SNP ont une BAF intermédiaire. 
 
 
Comme pour les délétions en mosaïque, il est possible de calculer le taux de mosaïque, en 
utilisant les valeurs de BAF mineure (entre 0,33 et 0,5, figure 23). 
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Figure 23 : calcul du taux de mosaïque (M) d'une duplication, en utilisant la valeur de la BAF 
mineure. 
BAF = nombres d'allèles B / nombre d'allèles totaux = (M + 1 - M) / (3M + 2 (1-M) ) 
M = (1 - 2BAF) / BAF 
En reprenant la trisomie de la figure 22, la BAF mineure est environ à 0,4 ; donc le taux de 
mosaïque est environ à 50%. 
 
 
Enfin, en cas de disomie uniparentale en mosaïque, le LRR est toujours à 0. Et certains SNP 
ont une BAF intermédiaire entre 0 et 0,5 (mosaïque AA / AB) et entre 0,5 et 1 (mosaïque 
BB/AB) (figure 24). 
Figure 24 : iUPD 11p terminale en mosaïque. Le LRR est à 0. Certains SNP ont une BAF 
intermédiaire. 
 
Comme pour les délétions et duplications en mosaïque, il est possible de calculer le taux de 
mosaïque, en utilisant les valeurs de BAF mineure (entre 0 et 0,5, figure 25). 
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Figure 25 : calcul du taux de mosaïque (M) d'une iUPD en utilisant la valeur de la BAF 
mineure. 
BAF = nombres d'allèles B/nombre d'allèles totaux = (1 - M) / (2M + 2(1-M) ) 
M = 1 - 2BAF 
En reprenant l'iUPD de la figure 24, la BAF mineure est environ à 0,25 ; donc le taux de 
mosaïque est environ à 50%. 
 
 
3.2.4.2.5. Normalisation et référence  
Comme signalé précédemment, les puces Illumina, contrairement à la CGH array, ne 
comparent pas l'ADN testé à un ADN contrôle. La référence est bioinformatique et peut être 
réalisée de 2 façons différentes :  
- en utilisant un fichier de référence fourni par Illumina : le fichier cluster (.egt) 
correspondant à plusieurs milliers de patients analysés par Illumina ;  
- en utilisant la méthode du "reclustering" : la référence est calculée par un algorithme 
(Illumina Genetrend) en utilisant des patients de notre choix. 
La méthode du reclustering est selon nous la meilleure, lorsqu'elle est utilisée avec des 
échantillons dont la technique a été effectuée lors du même "run", car elle permet d'avoir une 
référence réalisée exactement dans les mêmes conditions expérimentales que le patient test. 
Avec cette procédure, la dispersion des points est moindre (figure 26), ce qui permet d’être 
plus sensible et de détecter des CNV non décelés avec la méthode du fichier référence (figure 
28). Elle permet en outre, en reclusterisant les femmes et les hommes séparément, de pouvoir 
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analyser simplement le chromosome X. En effet, avec le fichier cluster d'Illumina comme 
référence, l'X des hommes apparaît délété, car le fichier a été réalisé uniquement avec des 
données provenant de femmes (figure 27).  
 
Figure 26 : graphes d'un même SNP (rs10000037), dans GenomeStudio avec la méthode du 
fichier cluster (a) et après reclustering (b). En abscisse : la norm theta qui correspond à la 
couleur normalisée (fonction du génotype) ; et en ordonnée : l'intensité normalisée 
(fonction du nombre de copies). Chaque point correspond à un échantillon du même projet. 
On voit 3 groupes de points sur l'abscisse, qui correspondent aux échantillons dont le 
génotype est AA (en rouge), AB (en violet), BB (en bleu). Les ellipses rouges, violettes et 
bleues correspondent à la référence. On voit qu'avec la méthode du reclustering, les ellipses 
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Figure 27 : graphe d'un chromosome X normal d'un même échantillon masculin, avec la 
méthode du fichier cluster (a) et après reclustering (b). Avec la première méthode, le 
chromosome X apparaît délété, sauf dans les régions pseudoautosomiques, alors qu'il 
apparaît tout à fait normal après reclustering. 
 
 
Figure 28 : zoom en 15q proximal au niveau d'une délétion de 76 kb du gène UBE3A 
(patiente PSL_7458), avec la méthode du fichier cluster (a) et après reclustering (b). 
La délétion avait été manquée avec la première méthode, à la fois par l'algorithme de 
segmentation (cf. infra) et en lecture visuelle, du fait de l'importante dispersion des points. 
Après que la délétion eut été trouvée par une autre technique (MLPA), nous avons changé 
notre méthode d'analyse en faisant un reclustering, et cette fois la délétion a été retrouvée 
par l'algorithme de segmentation. 
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L'inconvénient de la méthode du reclustering, est que l'algorithme Genetrend nécessite un 
grand nombre de patients pour établir la référence de façon fiable, sinon il est source d'erreurs 
(figure 29). C'est pour cette raison que depuis mars 2009, nous faisons la technique par runs 
de 96 échantillons, de façon à pouvoir effectuer un reclustering fiable. 
Figure 29 : inversion duplication délétion 8p, après un reclustering de 96 patients (a) et de 10 
patients (b). On constate en b des erreurs de clustering (points avec LRR à 0 et BAF à 0,5) 




L'objectif de la segmentation est de détecter automatiquement les régions du génome qui 
présentent un nombre anormal de copies. Nous avons systématiquement effectué une lecture 
visuelle des profils, comme expliqué précédemment, mais la segmentation a constitué une 
aide pour détecter certains CNV de petite taille (figure 30). 
Nous nous sommes servis de l'algorithme d'Illumina, cnvPartition, qui utilise la segmentation 
binaire linéaire (Olshsen et al. 2004, technote Illumina DNA Copy Number and Loss of 
Heterozygosity Algorithm). Schématiquement, cet algorithme analyse les valeurs de LRR et 
BAF des sondes de façon ordonnée (par position génomique) et les compare à leur valeur 
théorique selon 5 hypothèses : 0 copie, 1 copie, 2 copies, 3 copies et 4 copies. En fonction de 
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ces valeurs, il attribue à chaque segment du génome l'hypothèse du nombre de copies la plus 
probable et un score de confiance qu'on dénomme la CNVconfidence.  
Plus les valeurs de LRR et de BAF sont proches des théoriques, plus il y a de sondes incluses 
dans le segment, et plus ce score de confiance est élevé ; l'hypothèse posée par l'algorithme 
est alors d’autant plus vraisemblable. Pour l'analyse, nous avons conservé la valeur seuil par 
défaut de CNVconfidence, soit 35. 
Les CNV détectés par cnvPartition sont indiqués sur le Genome Viewer de GenomeStudio, 
sous forme de marques appelées bookmarks. 
Figure 30 : Petite délétion 15q proximale de 76 kb au niveau du gène UBE3A (patiente 
PSL_7458), signalée par cnvPartition sous forme d'un bookmark orange. 
 
CnvPartition peut également détecter les CNLOH. Quand une analyse des LOH a été réalisée, 
nous avons fixé un seuil à 1 Mb. 
 
3.2.4.3. Critères qualité 
La qualité du résultat pour chaque sonde est calculée par le GeneCall Score (GC). En 
reprenant la figure 26, ce score est fonction de la distance entre la position de la sonde et le 
centre de l'ellipse qui est considéré comme la position "idéale". Si la sonde est dans cette 
position idéale, le GC est à 1, et plus le point est éloigné, plus le GC s’approche de 0. 
Lorsque le GC est inférieur à 0,15 alors le SNP ne peut être génotypé ; il est dit no call. La 
proportion de SNP génotypés avec succès pour un échantillon est appelée le Call Rate et c'est 
ce taux qui est classiquement le plus utilisé comme score qualité pour les puces SNP. Nous 
avons considéré que les résultats avec un Call Rate > 0,98 étaient de bonne qualité, avec un 
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contrôle de la bonne qualité des profils lors de la lecture visuelle (dispersion des points, 
présence de "vagues" ou Genomic Waves). Lorsque les échantillons étaient de mauvaise 
qualité, l'ACPA a été refaite. 
 
3.2.5. Intérêt des puces SNP comparées aux autres techniques d'ACPA 
Le fait de ne pas nécessiter l’utilisation d’un ADN témoin présente un avantage important : 
lors de la lecture d’un profil d’ACPA, on analyse uniquement l’ADN du patient et non celui 
de l’ADN contrôle, ce qui facilite l’interprétation du résultat. 
Outre qu'elles n'utilisent pas d’ADN témoin, les puces SNP ont pour avantage, par rapport à la 
CGH array, de donner les génotypes des SNP au niveau des sondes. Ces génotypes rendent 
possibles des études de liaison ou d'association, mais cela n'a pas été exploité dans notre 
travail. Elles permettent aussi de mettre en évidence des pertes d'hétérozygotie dues à des 
iUPD ou à la consanguinité, qui ne sont pas visibles par la technique de CGH array.  
Grâce à l'identification des UPD, on peut faire certains diagnostics de maladies liées à 
l'empreinte, qui ne seraient pas détectées en CGH classique (Altug-Teber et al. 2005). Si le 
chromosome touché n'a pas de pathologie liée à l'empreinte connue, cela peut également 
orienter vers une maladie AR. Le taux de diagnostics d'iUPD dans de grandes séries d'ACPA 
constitutionnelles (principalement DI-S et DI-NS) varie de 0,1 à 0,7% (Papenhausen et al. 
2011, De Leeuw et al. 2011, Bruno et al. 2011). 
L'identification des LOH dans la consanguinité permet de faire de l'homozygosity mapping 
dans des familles où une pathologie AR est suspectée, afin d'identifier les locus candidats liés 
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3.5. Séquençage des gènes candidats  
Le séquençage des gènes candidats dans des séries de patients DI a été effectué soit grâce à la 
méthode de Sanger (par terminaison de chaîne), soit par la méthode de pyroséquençage 
(Roche 454).  
La recherche systématique de mutations dans les régions codantes candidates, définies par 
homozygosity mapping ou présentes dans un CNV d’intérêt, a été faite par séquençage de 
l'exome (séquençage nouvelle génération). Celui-ci a été réalisé en service, soit par la société 
Integragen, soit par le Centre National de Génotypage (CNG).  
 
3.5.1. Séquençage par terminaison de chaîne (méthode de Sanger) 
Le séquençage de l'ADN par la méthode de Sanger est la technique de séquençage la plus 
classiquement utilisée (Sanger et al. 1977). Elle repose sur le principe d'une polymérisation 
avec terminaison de chaîne par ddNTP fluorescents (appelés dye-terminators), couplée à une 
séparation des fragments obtenus par électrophorèse.  
Pour cette technique, nous avons d'abord réalisé une PCR de chaque fragment à séquencer, 
sur un thermocycleur Bio-Rad C1000, avec un kit Roche Fastart DNA Polymerase. Les 
produits de PCR ont été purifiés sur un gel de filtration Bio-Rad Bio-Gel P100. La réaction de 
séquence a été ensuite effectuée avec le kit Applied Biosystem Big Dye Terminator V3.1 puis 
purifiée avec le gel de filtration GE Healthcare G50. Enfin les réactions de séquence ont été 
analysées sur un séquenceur Applied Biosystem 3730. 
La lecture des électrophorégrammes a été réalisée avec le logiciel Applied Biosystem 
Seqscape v2.5. 
Par cette méthode, nous avons séquencé les gènes CAMTA1 (tableau 18), SP3 (tableau 19), 
STXBP6 (tableau 20), CNTNAP4 (tableau 21), NUDT12 (tableau 22), ATXN10 (tableau 23), 
YWHAE (tableau 24), BUD13 (tableau 25), RBMX2 (tableau 26), ATAD3A (tableau 27) et 
ATAD3B (tableau 28). 
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Tableau 18 : séquences des amorces utilisées pour le séquençage de l'exon 1 de CAMTA1 
chez les 50 patients de Dijon. 
Amorces de PCR Amorces internes de séquence 
CAMTA1_1PF TCCCGGAGAGTAGTGAGACC CAMTA1_1SF CGGAGAGTAGTGAGACCCCT 
CAMTA1_1PR GTCACCTCAGGACTCGGC CAMTA1_1SR TCACCTCAGGACTCGGCC 
 
Tableau 19 : séquences des amorces utilisées pour le séquençage de SP3 dans notre série. 
SP3_1F GTTTCCCGCACAGTCAATC SP3_4.3R GAAGAATGAACCTGCCCACT 
SP3_1R AGTGCAGCTTTCTGCCTCTC SP3_4.4F TGAGCGGGTTTCTCCTGATA 
SP3_2F TTGGGAGTAATTTCGCTTCG SP3_4.4R GGTCACTGTCTGTGCCTGAA 
SP3_2R AGGGGAGAGACGAGGAGG SP3_4.5F AGTCTCAGCAGCCAACCAGT 
SP3_3F GGACCGAGTCGTACTTCCTG SP3_4.5R TGTGAGTCTGATGCTGATAAATACC 
SP3_3R GGCTGGCTTCAGATCCAAAC SP3_5F TGCAAAGTTGTAACATTGGGAG 
SP3_4.1F TTTGAACTCCATTGTGTTTTAAGAT SP3_5R CTTCTGCCACACGCATACAC 
SP3_4.1R GCCAGGAATGATCTGAATTTG SP3_6F TGGTTTTGGTTTCTGATTGACTT 
SP3_4.2F TCTTCCCCTTCAGAATTTGC SP3_6R TCAAGGCAGTTATGTAGCCCTAT 
SP3_4.2R CTGAGAACTGCCCGAGAGTC SP3_7F ACTTTCTGTTTTGGGGGAGA 
SP3_4.3F TTGCCTCTGGAACACCTTCT SP3_7R AAATTTTTGCACATCAATAAAAAGA 
 
Tableau 20 : séquences des amorces utilisées pour le séquençage de STXBP6. 
STXBP6_2F ATGTTGTCAATTCCAACTTTCC STXBP6_4R TATGCTGCTGAACTCCTAACTTC 
STXBP6_2R CTGTGAATGTAAACCTCCTGG STXBP6_5F TACAGGATACTCACCCTGCC 
STXBP6_3F GTAGAAACAGCACTGAATGTGG STXBP6_5R CTGAAATAAAGTTTCTTGGCACTG 
STXBP6_3R CCACCACTACCACTACCAAGG STXBP6_6F GGGAGCAGCACAGTGAAATC 
STXBP6_4F GCCCTTATAAATCTTTTGACAGGAG STXBP6_6R AAAAGAAGCAAGCGGAGGTC 
 
Tableau 21 : séquences des amorces utilisées pour le séquençage de CNTNAP4. 
CNTNAP4_1F AGAGCTGGCAGAGCTACTGAG CNTNAP4_13R GCAAATTACGTCAACATTCTGC 
CNTNAP4_1R TGCAAATAATCATCATCAAACC CNTNAP4_14F AACATTTGACTCAGATAAAAGGTGA 
CNTNAP4_2F TTTGGGGCTGATAGGATTTG CNTNAP4_14R GACACCACCACTTTGCAGAC 
CNTNAP4_2R AAGCAACCAGTGCAAGAAGC CNTNAP4_15F AAGGAAATGCCAGCAATCAT 
CNTNAP4_3F TGTTGTTGTTTTACTTGTTGGTTG CNTNAP4_15R GAAAATAACTCAAAAAGGCATTGA 
CNTNAP4_3R CCCTTTCACATTCCAGAACAG CNTNAP4_16F TTTTGTAGGTGCAAATTTAGTTCAG 
CNTNAP4_4F CAGCAAGACCCCTAGTTCTCC CNTNAP4_16R TGATAGAAACGTGATGCTTAAGTG 
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CNTNAP4_4R TCTTGGAAAATGTTTTCAATGTAAG CNTNAP4_17F GGATTTCAATTCCTGTAAAATCTC 
CNTNAP4_5F GCACCATTCATAGTAAAATGCAG CNTNAP4_17R GGCGCAATGAAAAGAATCAG 
CNTNAP4_5R AAGCTTTCCACAAAAATTATTCC CNTNAP4_18F TTCAGCGATTGTTACGCTGT 
CNTNAP4_6F TGAGGTTTGGTGGGTTACAT CNTNAP4_18R CAGGCTGGTTATGCAGAAGA 
CNTNAP4_6R CAAGCCCTTGAATCTGAAAA CNTNAP4_19F TTTTTGCCGTTCTCTGTAAGG 
CNTNAP4_7F TGAAAGATGGTGGTCCACAG CNTNAP4_19R TTGCCAAAGCAATTCAGAAA 
CNTNAP4_7R GATTTACTGAAAAGGTGGGCTC CNTNAP4_20F TTTGATTCTATTTTGGGGTTGG 
CNTNAP4_8F TGAAAAATTGATCTGTGTGTGATG CNTNAP4_20R TGAGAAGCCAGAACACGAGA 
CNTNAP4_8R TGGGAACCTAAAATGGAGGA CNTNAP4_21F TCCCTCGAAATGAATAAATAGC 
CNTNAP4_9F CGCGGATAATGTGAGATTGA CNTNAP4_21R GACCAATGAAAGTGTCTCTGC 
CNTNAP4_9R GCAAATATTACATTTTTGGTTATGC CNTNAP4_22F ATGTTTGGGGCCATGCTAAC 
CNTNAP4_10F TCCAATTTGTCTCCCTTTCC CNTNAP4_22R CGAAGTGGGTGTGTGTAATATG 
CNTNAP4_10R AGTCCACCTTGCAGAAATGC CNTNAP4_23F TTGCATTAGCTCAGAATCCTC 
CNTNAP4_11F TCATTATTCCCTCCTTTAATACAGA CNTNAP4_23R GGCAATGACCCCCATAAATA 
CNTNAP4_11R GAATGGGGAAGAGGAAAGAA CNTNAP4_24F CACATTCGCCTCCATAATTC 
CNTNAP4_12F TGACATCTGTCTTTCTCATGACC CNTNAP4_24R GGCACTTGGAGTATGTGCAG 
CNTNAP4_12R CCCTTTGCCAAGTTTGTTTC CNTNAP4_25F GCTTGAGCCAGAAATACCTGA 
CNTNAP4_13F AATTTCAAGATTTGCGGTATTTC CNTNAP4_25R CAAGCCTGTACATGGCAAGA 
 
Tableau 22 : séquences des amorces utilisées pour le séquençage de NUDT12. 
NUDT12_2F GCCTTGGAAACCATTGCTATT NUDT12_4R GGAAAACTCTTTAGCTCCTCACA 
NUDT12_2R TCAACAATATAAATATGGAAACAAGCA NUDT12_5F GGGCAGAAAGAAGCAATCTC 
NUDT12_3.1F AGAAGAACTTTAATATGTATCTGGAAA NUDT12_5R TGAATTTTTAACAAAGCAGACCAA 
NUDT12_3.1R CTCAGGCTGGGCCAAATAA NUDT12_6F TGAACCATTCAGGACACAAAG 
NUDT12_3.2F CCATCCAGCCACAGTTTTTA NUDT12_6R CCTTGCTCTGTGACCAAACC 
NUDT12_3.2R AAAGAGTGCCCCTGGAAAGT NUDT12_7F TGGATGTTGTCACTTTCTACTGTTG 
NUDT12_4F AAAACCCCTGATCACACAGC NUDT12_7R CAACATCGTATTTTGTGTTGTG 
 
Tableau 23 : séquences des amorces utilisées pour séquencer les points de cassure de la 
translocation 2;22, cassant ATXN10. 
Dérivé 22 chr2-der22F CCCAAGGGTTTTGCTTGTAG chr22-der22R AGGGCTTCTGGTCTTCCTG 
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Tableau 24 : séquences des amorces utilisées pour le séquençage de YWHAE. Les amorces en 
bleu n'ont été utilisées que pour la réaction de PCR et les amorces en rouge sont des 
amorces internes utilisées uniquement pour la réaction de séquençage.  
YWHAE_1F CTTTCGGCAGTCGCAGTTC YWHAE_4R GCCAGTGGATGTGATGAAAC YWHAE_8F TCCTTTGTCCTGCTCTGTTG 
YWHAE_1R GGTCACATTCCAGGGCATAG YWHAE_5F ACCTCAAAACCAGAGATAGAATATG YWHAE_8R AACAGGACGATCATACGCAG 
YWHAE_2F CTCGTAGTGAGGGGTTTCGG YWHAE_5R CAAGTGGTTCCAAGGAATGG YWHAE_9F GACACCTTTGTTTGTGGCTG 
YWHAE_2R GAGCGCCTGGAATAGGTTAAG YWHAE_6F TGAAACGAAGCCAGTTATTCC YWHAE_9R GGTTCTCAGTGACAATGGGG 
YWHAE_3F CTTCCAACAGCAAAATATTATCAC YWHAE_6R ACAGGCCCAAGAAACAACAC YWHAE_S_1F CAGAGGAGAGGCGTCTCG 
YWHAE_3R CAATTCCCATGTACCCGAAC YWHAE_7F TTGCTGTCTAGCATGTCATTTC YWHAE_S_1R AGGCCATTTCCTGCTTCCC 
YWHAE_4F TCTGGAGTCTTTGTATTGGCTC YWHAE_7R GCTTGATATAACGACAAGCCAAG YWHAE_S_6F GAGAGTGTTTAAAATTATTGAAG 
 
Tableau 25 : séquences des amorces utilisées pour le séquençage de BUD13 chez des 
patients Cockayne.  
BUD13_1F TACGCGTTGAGGCATTTTG BUD13_5F GTTCTTCTCCCAGCCATAGG BUD13_7R TGCATATAGCTATGTATCAGCATCC 
BUD13_1R AGTTGGGAAGGGGTGGC BUD13_5R TTGGCTTGATTCTCTGGGAC BUD13_8F TAGCAGTATGGTCCATCTCGTG 
BUD13_2F AAGCACCAAAGGATGACCAG BUD13_6F CACAAATGCAACTAACTGTGTACC BUD13_9F AATTCCACATTGCCATCCAG 
BUD13_2R AATTTGAGAAGCTTGGCCTG BUD13_6R AACCAGAGCTGAAATTTGATAGC BUD13_9R GCAACTTACGAGTGGTTAGGG 
BUD13_3F TTGAGACAGTGCTTCTTGGC BUD13_7F TCCCAAGCGGTTGATTTG BUD13_10F TTGAAACAAATGCCCCTTTC 
BUD13_3R TGCTAAAACAAACTATGCATTCC BUD13_7R GCAGAGAAATGACTTGTTCCAG BUD13_10R GATATCTCGCTGCCTATGCC 
 
Tableau 26 : séquences des amorces utilisées pour le séquençage de RBMX2 chez des 
patients Cockayne.  
RBMX2_1-2F GTCACCGAATCGACTGGC RBMX2_4R CACCAAGCTCACAAGTGCTG 
RBMX2_1-2R CGAAATAGTCGGAAACCGAG RBMX2_5F TCAAATAGTTTGACAGTTTGGTATGAG 
RBMX2_3F TTGCTTACTGTTTCCACCCC RBMX2_5R GCAAGGAAGAGCAGACATTAAG 
RBMX2_3R TCAGCCTAGAGTGAAAATAAGTGG RBMX2_6F CACCCGGCTGTGAATGTTTT 
RBMX2_4F TGCAACCTTTCTATGTCATCTTG RBMX2_6R CCACCCAACTGAATTTGACTGC 
 
Tableau 27 : séquences des amorces utilisées pour le séquençage de ATAD3A. 
ATAD3A_1F AGTCAGACTCGGGTGGGG ATAD3A_9F AGGTCACTGGGTAGGTGGTT 
ATAD3A_1R TGTAACCTATGAGCGCCACC ATAD3A_9R GTCGCATCTCAGGACCCAAA 
ATAD3A_2F CTCACAAATGCATCAGGCCG ATAD3A_10F TTTGGGTCCTGAGATGCGAC 
ATAD3A_2R GAGAAGATCCAGGCCATCCG ATAD3A_10R CCTGGAAGCCACAGCCTG 
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ATAD3A_3F CTGTGGGTCTGGATTCCTCC ATAD3A_11F GCGCCTCCCATCTTCCAG 
ATAD3A_3R GCCATCAGCCTCACACAAAC ATAD3A_11R CACAAGGACAGAGCTGCAGA 
ATAD3A_4F CCTGTAAGGTCCCTCACTGC ATAD3A_12F GTGTGTGGTTGGTTTCCCAC 
ATAD3A_4R CCTGTACACGTGTGCTGGT ATAD3A_12R AAAGCTGTTTTTCACACAAAGCT 
ATAD3A_5F CACACTCGGGCACAGTCAT ATAD3A_13F CAGCCTCCCAAAATCCAGGT 
ATAD3A_5R CTCCCTGAACAGATCCTGGC ATAD3A_13R CCGCATGTTCCTCAGTGACA 
ATAD3A_6F CTCCCTGAACAGATCCTGGC ATAD3A_14F TCGTGTTTCCCGCCACTTTA 
ATAD3A_6R CACCAAGGAGTCAGCCTACG ATAD3A_14R GATGGTGGACTGTGGGTCG 
ATAD3A_7F CTCACCCTCAACCTGCTCTC ATAD3A_15F CTGGTGTGAGGAGTGGTTGG 
ATAD3A_7R GCCACCACACCCAGCTAATA ATAD3A_15R ACTGTCAGCCACCGACATG 
ATAD3A_8F CACCTGCCTCCTGTAACCG ATAD3A_16F GAAGCCTGTGTTTCACGCTC 
ATAD3A_8R GGGAAGGGTCTCACTGATGC ATAD3A_16R GTGAGCCAGACGGAAAATGC 
 
 Tableau 28 : séquences des amorces utilisées pour le séquençage de ATAD3B. 
ATAD3B_1F CGTGGAGGCTGCTCCCAG ATAD3B_9F GGAACCGGAAAATGCCCCTA 
ATAD3B_1R ACCGCTTTTCGCACCTGA ATAD3B_9R CGTGGGCAGCCTATCTATCC 
ATAD3B_2F CCAGGCTTTGGTATCCGTGT ATAD3B_10F GGTCCTGAGATGCAACTGCT 
ATAD3B_2R CTCCCTCAGGACGACCAGAT ATAD3B_10R CACACCAGCACCCTGAGC 
ATAD3B_3F ACCTGCTGCACACACTAGTC ATAD3B_11F GCGCCTCCCATCTTCCAG 
ATAD3B_3R TCAGCCTCACACAAACGTGG ATAD3B_11R TCCACACTCAGGGGACTTTC 
ATAD3B_4F AGTCAGCCATTAGAGCTGCC ATAD 12.1F GCTTCTGTCGAGTCCAGGAC 
ATAD3B_4R CTCTAGCACCCACCGTCAG ATAD 12.1R ACTAGGTGTGGTGGCAAACA 
ATAD3B_5F CTTGTCAGGGAAGCCACAGT ATAD3B_13F CTGGTCAGGATTTTGAGTTTAGATCC 
ATAD3B_5R CTCCCTGAACAGATCCTGGC ATAD3B_13R GCCCCTGCATGTTCCTCAAT 
ATAD3B_6F TCTGTGGCGTTGGTCTGTC ATAD3B_14F TCCCCATGTTTCCTGTGCTC 
ATAD3B_6R GGAAGGACACGAAGATCCGT ATAD3B_14R CGGACCCCACACCATGAG 
ATAD3B_7F CGTGGTACGGATCTTCGTGT ATAD3B_15F CCCCAATCCAGGCACCATAT 
ATAD3B_7R TCTCGAGTAGCAGGACCACA ATAD3B_15R CTCCTGAGGGCACGAGCAG 
ATAD3B_8F CTGGGAATTCGGGTTCCTGT ATAD3B_16F CCTGGCGTGCATTAAGGGT 
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3.5.2. Séquençage par la méthode Roche 454 
Pour le gène CAMTA1 (cf. 4.4.1.1.), nous avons utilisé la méthode de pyroséquençage (NGS 
454 de Roche) avec une approche "amplicon", dont le principe est expliqué ci-après 
(Margulies et al. 2005).  
 
3.5.2.1. Préparation des "libraries"  
L'objectif est d'obtenir un ensemble avec tous les fragments à séquencer, en nombre de 
molécules égal, et préparés de façon à ce que les extrémités 5' et 3' soient constituées 
d'adaptateurs. Ces adaptateurs sont composés de 3 oligonucléotides : un oligonucléotide 
servant d'amorce à l'emPCR (cf. 3.5.2.2.), une "clé" de séquençage, et un MID (Multiplex 
Identifier) spécifique à chaque patient et qui permet donc de les identifier.  
Pour cela, nous avons effectué deux réactions de PCR avec le kit Roche FastStart High 
Fidelity PCR, conformément au protocole Roche Amplicon Library Preparation Manual 
(figure 31) : 
- la première PCR a consisté en une amplification de tous nos amplicons à séquencer. 
Les amorces ont été désignées avec l'outil GS FLX Titanium Fusion Primers tool d'Integrated 
DNA Technology (http://eu.idtdna.com/scitools/applications/fusionprimers/default.aspx). 
Chaque amorce comporte une séquence spécifique de l'amplicon en 3' et une séquence 
consensus en 5' ; 
- la deuxième PCR a consisté à réamplifier les produits de la première PCR avec des 
amorces contenant l'adaptateur. 
Tous les amplicons ont ensuite été ajustés à la concentration de 10
9
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Figure 31 : schéma de la préparation des libraries pour le séquençage par méthode 454 avec 
l'approche amplicon. 
 
Les primers utilisés pour le séquençage du gène CAMTA1 sont fournis ci-après (tableau 29) 
 
Tableau 29 : séquences spécifiques des amorces utilisées pour le séquençage de CAMTA1 
dans notre série de 47 patients (les séquences communes sont dans le protocole Roche 
emPCR Amplification Method Manual). 
CAMTA1_1F TCCCGGAGAGTAGTGAGACC CAMTA1_9.2F AGGCCGTGTACACCATGTC CAMTA1_16F GCACTTTGTGTCTCTCAGGC 
CAMTA1_1R GTCACCTCAGGACTCGGC CAMTA1_9.2R GTCCTTGTTGGAGTCGATGG CAMTA1_16R GGAATTCCACTTTCCTACAGGC 
CAMTA1_2F TGGAATGTTCCTTGATTTGG CAMTA1_9.3F AGCTCCCTCACCCTGACC CAMTA1_16.2F CCAGTGAAGGAGTGAGGGAC 
CAMTA1_2R GCTGAAGGCTGTTTCCACTG CAMTA1_9.3R GTAGAGTCCCTGCACCACG CAMTA1_16.2R CACAACCTTCGGAAATGGAC 
CAMTA1_3F CCTCTGATGCTCTTGGTCTC CAMTA1_9.4F TTGCAGCTCTGAGCACTACC CAMTA1_17F GCGAGGCAGGGAGGTAGAC 
CAMTA1_3R AAAGTAGGACTATGTGAAGCAACC CAMTA1_9.4R ATCCCTTAGCTGCAGGGTG CAMTA1_17R TGACACGGCATTCATCAAATAC 
CAMTA1_4F GAAAACAGCAGCTGGGAAAC CAMTA1_10F AGCAGTGAAGCCTCAGGGG CAMTA1_18F GGCAGATACCATCTTGGCTC 
CAMTA1_4R AACATGGCATTTTCAACTCG CAMTA1_10R AAGGCCAACTCCGAGTCC CAMTA1_18R TCGCATGATTCTGACTTTCATC 
CAMTA1_5F TGTAGAGACTTTTACTGGTCGATG CAMTA1_11F GTAGTGGGGAGGGGACATTC CAMTA1_19F TGGTAAACCTGGGATCTCAAC 
CAMTA1_5R TCCAAGCAATTCCATTCTCC CAMTA1_11R ACACCTTGTGCAAGAGTCCC CAMTA1_19R ACAAATTAAGTCTCTGTAATGAG 
CAMTA1_6F CCCTTCTTGCTCCTTCTCTG CAMTA1_12F GCATTTGGATGCTGGTCC CAMTA1_20F TAAGCTCGAAGGACGCTGAG 
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CAMTA1_6R CCTCAGTGCCCTCCACAG CAMTA1_12R GATCCATCCACTGCCTCG CAMTA1_20R ACCCCAGACTCCAATGTCAG 
CAMTA1_7F CTCAGTCTCTGCCTGCACC CAMTA1_13F TGTTTCCCCTACATCGAAGC CAMTA1_21F TCACTGCTGACCAGTTTTCC 
CAMTA1_7R AAGGCCACAGAGGACCTTC CAMTA1_13R GGGTAGATTTCTTCCACGGG CAMTA1_21R TGAGGGTTAAGAAGGTCAGGG 
CAMTA1_8F CCTGGGTCCTACCCCTTG CAMTA1_14F GTTGGGTTTCATCTTGGTGG CAMTA1_22F CCCACCATCACTCTCCTTTTC 
CAMTA1_8R TACTCCCACAGAGGACAGCC CAMTA1_14R GTGGGAACCAGGCAAATC CAMTA1_22R TGGATGTGAAACTTACTGGCATAC 
CAMTA1_9F GGTCCTAGCTCTGACTCTCTTTTG CAMTA1_15F GCAATGGCAAAAGTCAGGTC CAMTA1_23F CCCCTTTCCTTTACTTGGTC 
CAMTA1_9R TGGCCATCAGAGCTCACG CAMTA1_15R AGGGCAGCTGCATGAAAG CAMTA1_23R GTGCGTGTGTGTTGTTGTTG 
 
 
3.5.2.2. PCR en émulsion  
L'objectif est d'amplifier les amplicons à séquencer sur des billes, pour obtenir un grand 
nombre de molécules du même amplicon par bille. Nous avons, pour cela, utilisé le kit Roche 
GS Junior Titanium emPCR Kit (Lib-A) et le protocole Roche emPCR Amplification Method 
Manual dont voici les étapes (figure 32) :  
- capture de library : le principe est de mixer la library avec les billes, chaque bille étant 
recouverte d'oligonucléotides complémentaires à la partie 5' des adaptateurs ; 
- PCR en émulsion (emPCR) : cette étape crée une émulsion de gouttelettes d'eau dans 
de l'huile (1000 gouttelettes/µL), constituant chacune un milieu de réaction (qu'on appelle 
"microréacteur") où un amplicon va être amplifié sur une bille ;  
- enrichissement : après l'emPCR, les fragments amplifiés ont été marqués par de la 
biotine. Puis des billes magnétiques avec de la streptavidine ont été utilisées de façon à 
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Figure 32 : schéma de la PCR en émulsion par la technologie 454. 
 
 
D'après Margulies et al. 2005 
 
3.5.2.3. Réaction de séquençage  
La réaction de séquençage s'est déroulée sur une plaque composée de micropuits de 44µm, 
appelée "PicoTiter Plate" dans un séquenceur Roche GS Junior. Chaque micropuit constitue 
un milieu de réaction avec l'amplicon sur la bille, servant de matrice au séquençage. 
La méthode de séquençage n'est pas une terminaison de chaîne, mais un pyroséquençage ou 
"séquençage par synthèse" (Ronaghi et al. 1998). 
En résumé, les 4 différents dNTP ont été ajoutés, chacun leur tour, à chaque cycle de 
séquence. Lorsque le dNTP est complémentaire de la base à élonger sur la matrice, il se 
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produit une polymérisation de l'ADN et une libération de pyrophosphate qui va émettre de la 
lumière lors d'une réaction couplée avec une sulfurylase et une luciférase. 
Ainsi, à chaque cycle, les puits émettant de la lumière sont ceux dont la base séquencée 
correspond au dNTP ajouté au milieu de réaction. 
Pour cette étape, nous avons utilisé les kits Roche GS Junior Titanium Sequencing Kit et GS 
Junior Titanium PicoTiterPlate Kit, en suivant le protocole Roche GS Junior Sequencing 
Method protocol (figure 33). 
Figure 33 : réaction de séquençage par la technologie 454 
D'après Margulies et al. 2005 
 
3.5.2.4. Analyse des séquences 
Les séquences obtenues ont été alignées sur les séquences de référence et les variants détectés 
grâce au logiciel d'analyse Roche GS Amplicon Variant Analyzer (AVA). 
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3.5.3. Séquençage de l'exome 
Le séquençage de l'exome (ensemble des exons du génome) a été fait dans 2 familles 
consanguines. La partie technique a été réalisée sous forme de service par la société 
Integragen (patients PSL_10908 et PSL_10909), et le Centre National de Génotypage (CNG) 
(patients PSL_9730 et PSL_9731). Dans les 2 cas, nous avons récupéré les variants annotés 
par les prestataires sous forme de fichiers grâce à une interface web. 
La méthode comporte plusieurs parties que nous allons développer ci-dessous.  
 
3.5.3.1. Technique d'enrichissement Agilent SureSelect  
La "capture d'exons" s'effectue en phase liquide, par la technique Agilent SureSelect, (kit 
Agilent Human All Exon V4 + UTRs – 70 Mb, figure 34) permettant d'obtenir une library 
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Figure 34 : technique d'enrichissement Agilent SureSelect 
 
Source : Protocole Agilent SureSelect Target Enrichment System 
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3.5.3.2. Séquençage par la technologie Illumina  
La technique de séquençage Illumina, anciennement technologie Solexa, inclut d’abord 
l’étape de clustering, qui consiste en l'amplification de la library dans une flow cell 
comportant 8 canaux, chaque canal servant d'enceinte de réaction pour une library (figure 35). 
Puis se produit la réaction de séquençage en phase solide proprement dite, toujours dans la 
flow cell (figure 36). Cette technique a été effectuée avec un séquenceur Illumina HiSeq 2000, 
qui produit des longueurs de lecture de 2x75 paires de bases, par une méthode utilisant une 
terminaison de chaîne réversible (Bentley et al. 2006).  
Figure 35 : étape de clustering (séquençage Illumina). La library est capturée sur une flow cell 
où sont présentes des amorces, complémentaires des adaptateurs ligués lors de la capture. 
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Figure 36 : réaction de séquençage par la technologie Illumina.  
 
Source : Illumina 
 
3.5.3.3. Analyse des séquences 
La suite logicielle Illumina CASAVA 1.8 a permis l'alignement des séquences obtenues (dites 
lectures ou reads) et la détection des variants. L'annotation des variants a ensuite été réalisée 
par des outils internes à Integragen et le CNG, et ces résultats nous ont été rendus sous forme 
d'une interface web http://eris.integragen.com et https://www.genoscope.cns.fr/sadc/. 
Etant donné le nombre très important de variants retrouvés par cette technique, nous avons 
utilisé différents filtres afin de sélectionner les variants d'intérêt :  
- la rareté du variant (ressources dbSNP, HapMap, 1000 genomes, EVS) : nous avons 
sélectionné les variants absents des différentes bases de données ou de fréquence < 1% ; 
- l'effet fonctionnel du variant sur la protéine : nous avons sélectionné en priorité les 
variants conduisant à un stop prématuré (non-sens, indel avec décalage du cadre de lecture, 
mutation de séquence consensus d'épissage), puis les variants faux-sens ayant un effet 
délétère selon les principaux algorithmes de prédiction (SIFT, PolyPhen-2, MutPred).  




Dans cette partie, nous présenterons d'abord les résultats de l'ACPA en diagnostic sur la série 
de patients complète. Nous nous focaliserons ensuite sur certains types de CNV particuliers : 
les anomalies de petite taille (ne contenant que 1 ou 2 gènes) pathogènes (articles 1, 2 et 3) et 
les facteurs de susceptibilité (article 4). Puis nous nous intéresserons aux différents gènes 
candidats identifiés grâce à la stratégie utilisée dans notre série (articles 1 et 5). Enfin, nous 
nous arrêterons spécifiquement sur les résultats retrouvés chez les patients de notre série DI 
présentant des TSA (article 6).  
 
4.1. Résultats diagnostiques 
4.1.1. Les CNV 
Les CNV retrouvés en ACPA dans notre série de 1 187 patients ont été classés en 4 groupes :  
- CNV bénins (B), généralement présents dans DGV et/ou sans séquence codante incluse ; 
- CNV de novo (DN), que nous avons considérés comme pathogènes dans la grande majorité 
des cas, ou VOUS dans quelques cas ; 
- VOUS, absents de DGV mais non vérifiés car nous n'avons pas obtenu d'échantillons des 
parents ; 
- CNV absents de DGV, vérifiés et transmis (VT) par un parent sain, considérés comme 
probablement bénins, mais possiblement impliqués dans une maladie AR ou comme facteurs 
de susceptibilité. 
Sur les 1 187 patients DI analysés, nous avons retrouvé 143 CNV de novo considérés comme 
pathogènes, soit un total de diagnostics établis chez 12% des patients (tableau 30, figure 37). 
Keren Boris – Thèse de doctorat - Année 2013 
110 
Tableau 30 : résultats des CNV retrouvés dans notre série DI 
 DN VOUS VT B Total 
CNV totaux 143 200 296 4 355 4 994 
nombre de pertes  91 79 96 2 424 2 690 
taille moyenne des pertes 6,5Mb 0,37Mb 0,36Mb 0,18Mb 0,41Mb 
nombre moyen de gènes délétés 39,4 4,0 2,3 1,4 2,8 
nombre de gains 52 121 200 1 931 2 304 
taille moyenne des gains 11Mb 0,53Mb 0,32Mb 0,27Mb 0,53Mb 
nombre moyen de gènes dupliqués 81,7 4,9 3,7 2,5 4,5 
CNV retrouvés avec les puces CNV370 15 6 39 1 600 1 660 
CNV retrouvés avec les puces CytoSNP 128 194 257 2 755 3 334 
 
Concernant nos résultats en fonction de la clinique, un CNV de novo a été retrouvé chez 
14,6% de nos 809 patients DI-S (n = 118) et chez 6,6% de nos 378 patients DI-NS (n = 25). 
Et parmi nos 256 patients présentant des TSA, 5% (n = 13) ont un CNV de novo.  
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Figure 37 : localisation des différents CNV retrouvés, chromosome par chromosome, dans UCSC Genome Browser 
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4.1.2. Les disomies uniparentales 
Sur les 1 187 patients DI analysés, nous avons retrouvé 5 iUPD. 
- Une disomie uniparentale complète et homogène du chromosome 9, avec un mélange 
d'isodisomie et d'hétérodisomie, d'origine maternelle (figure 38). 
Figure 38 : profil de la patiente PSL_9378 avec disomie uniparentale du 9.
 
 
Etant donné qu'il n'y a pas de pathologie connue provoquée par l'UPD du 9, et que les UPD 
peuvent résulter d'une correction de trisomie, nous avons effectué une recherche de trisomie 9 
en mosaïque dans les fibroblastes de la patiente, par une FISH avec la sonde centromérique. 
Cette recherche a retrouvé une trisomie 9 dans 4% des 200 cellules analysées.  
Nous avons donc considéré que cette trisomie du 9 était l'étiologie de la DI-S de cette 
patiente. 
 
- Une isodisomie, segmentaire en mosaïque, de l'extrémité terminale du bras court du 
chromosome 11, d'origine paternelle (figure 39). Le taux de mosaïque est évalué à 70%, et la 
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Figure 39 : profil de la patiente PSL_6146 avec disomie uniparentale segmentaire en 
mosaïque du 11. 
 
 
Bien que cette anomalie moléculaire soit considérée comme responsable du syndrome de 
Wiedemann-Beckwith, la patiente ayant cette anomalie dans notre série n'avait aucun des 
signes cliniques de ce syndrome, à savoir : macrosomie, grande taille, macroglossie, 
viscéromégalie, anomalies des oreilles, anomalies de la paroi abdominale, etc. Par la suite, 
une mutation de novo du gène TUBA1A a été retrouvée chez cette patiente, expliquant son 
phénotype de DI sévère avec malformations cérébrales typiques. 
 
- Une disomie uniparentale complète et homogène du chromosome 15, avec un mix 
d'isodisomie et d'hétérodisomie, d'origine maternelle (figure 40). 
Figure 40 : profil de la patiente PSL_8591 avec disomie uniparentale du 15 
 
Les UPD du 15 d'origine maternelle sont responsables du syndrome de Prader-Willi, ce qui 
correspond bien au phénotype de la patiente PSL_8591, atteinte d'une DI-S avec obésité, 
épilepsie, petite taille et petites extrémités. Nous avons donc considéré que cette UPD du 15 
était l'étiologie de la DI-S de cette patiente. 
Keren Boris – Thèse de doctorat - Année 2013 
119 
 
- deux isodisomies complètes et homogènes du chromosome 16 d'origine paternelle 
(figure 41). 
Figure 41 : profil des patients PSL_7798 et PSL_10170 avec disomie uniparentale du 16 
 
Etant donné qu'il n'y a pas de syndrome caractérisé provoqué par l'UPD paternelle du 16, nous 
avons effectué une recherche de monosomie du 16 en mosaïque dans les fibroblastes des 2 
patients concernés, en FISH avec la sonde centromérique, sur 200 cellules. Cette recherche a 
cependant été négative.  
Ces 2 patients présentent chacun un phénotype très différent. Actuellement, nous ne 
connaissons pas la signification, sur le plan étiologique, de ces 2 UPD du 16, que nous avons 
donc considérées comme des VOUS. 
 
4.2. CNV pathogènes de petite taille (articles 1, 2 et 3) 
Parmi les CNV que nous avons vérifiés (contenant des séquences codantes et non répertoriées 
dans DGV), 303 CNV étaient de petite taille, ne contenant que 1 ou 2 gènes. 
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Nous avons conclu que quatre de ces CNV étaient la cause de la DI, car ils emportaient des 
gènes connus pour causer une DI : UBE3A, FLNA, FOXP1 et ANKRD1. Nous avons par 
ailleurs retrouvé une délétion du gène DMD, responsable de dystrophinopathie, que nous 
avons considérée comme pathogène, bien qu'il s'agisse d'une observation fortuite, n'expliquant 
pas à elle seule le phénotype du patient. En outre, nous nous sommes également intéressés à 
d'autres gènes délétés, qui nous ont semblé être de potentiels gènes candidats de DI (cf. 4.4). 
En collaboration avec l’équipe des Docteurs Faivre et Thauvin-Robinet (CHU Dijon, France), 
nous avons également démontré que les réarrangements du gène CAMTA1 constituaient une 
cause de DI et d’ataxie (cf. 4.4.1.1).  
Au total, dans notre série, nous avons donc mis en évidence 6 petites délétions pathogènes 
(tableau 31). 




début fin copies gènes inclus transmission 
PSL_7458 15 76 25572823 25625654 1 UBE3A maternelle (empreinte) 
PSL_9055 1 49 6854452 6903599 1 CAMTA1 de novo 
PSL_9819 X 45 153540978 153585854 1 FLNA-TKTL1 de novo 
PSL_10017 X 269 31664816 31933609 0 DMD maternelle 
PSL_10406 3 234 71105864 71339355 1 FOXP1 de novo 
PSL_12419 16 148 89328478 89477051 1 ANKRD11 par le père atteint 
 
Nous avons également retrouvé une délétion n'emportant que le gène SP3, que nous avons 
considérée comme potentiellement impliquée dans la DI (cf. 4.4.1.2). 
 
4.2.1. Patiente PSL_7458 avec délétion d'UBE3A (article 1) 
Il s'agit de 2 sœurs, de 13 et 16 ans, présentant toutes les deux un syndrome d'Angelman. Leur 
présentation clinique est détaillée dans l'article 1 (Piard et al. 2011). Pour résumer, elles ont 
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toutes les deux un retard psychomoteur avec marche à 24 mois, une épilepsie, une 
microcéphalie, un important retard de langage (quelques mots seulement à 16 et 13 ans), une 
dysmorphie évocatrice avec grande bouche. La cadette a par ailleurs une ataxie et des rires 
immotivés.  
Le bilan, avec recherche de délétion et anomalie de méthylation en 15q11.2 et un séquençage 
d'UBE3A, était négatif.  
Nous avions analysé l’ADN de la cadette en ACPA dans un cadre diagnostique (PSL_7458) 
et n'avons initialement pas retrouvé d'anomalie. Puis les 2 patientes ont été étudiées en MLPA 
(kits P064 et M028) et une délétion des exons 6 à 12 a été retrouvée transmise par la mère. 
Nous avons ensuite repris nos données d'ACPA pour comprendre pourquoi cette délétion 
n'avait pas été detectée lors de l'analyse initiale : la délétion est de petite taille (76 kb), ce qui 
rend sa détection difficile, aussi bien à l'œil, que par l'algorithme de segmentation 
cnvPartition.  
Au moment de l'analyse initiale, nous établissions notre référence à partir du fichier cluster 
(cf. 3.2.4.2.5.) comme préconisé par Illumina. Puis nous avons refait notre référence par la 
méthode du reclustering, ce qui a diminué la dispersion. Et après ce reclustering, cnvPartition 
a détecté la délétion (figure 42). Depuis cette expérience, nous avons modifié l’analyse des 
données, en réalisant systématiquement notre référence par la méthode du reclustering ; nous 
avons également réanalysé nos données antérieures de puces afin de détecter éventuellement 
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Figure 42 : délétion de 76 kb d'UBE3A (patiente PSL_7458) 
 
  
4.2.2. Patiente PSL_9819 avec délétion de FLNA (article 2) 
La présentation clinique de cette patiente de 12 ans est détaillée dans l'article 2 (Chardon et al. 
2012). En résumé, elle est atteinte d'une paraplégie spastique, et a présenté un retard 
psychomoteur (marche à 24 mois), une épilepsie à partir de 3 ans, un foramen ovale persistant 
et une bicuspidie aortique. L'IRM cérébrale a montré des hétérotopies nodulaires 
périventriculaires, ainsi qu'une séquelle d'accident vasculaire.  
Une mutation de FLNA a été recherchée sans retrouver de variant pathogène. 
L'analyse en ACPA effectuée ensuite a retrouvé une délétion Xq28 de novo de 45 kb, incluant 
les exons 30 à 48 du gène FLNA et les exons 7 à 13 du gène TKTL1 (figure 43). Nous avons 
considéré, étant donné le phénotype, que l'haploinsuffisance de FLNA était responsable de la 
pathologie de cette patiente. Cette délétion a été rapportée en collaboration avec l'équipe de 
Kym Boycott (Ottawa, Canada), décrivant également une seconde délétion de FLNA 
(Chardon et al. 2012).  
 
Keren Boris – Thèse de doctorat - Année 2013 
123 
Figure 43 : délétion de 45 kb de FLNA (patiente PSL_9819) 
 
   
 
4.2.3. Patiente PSL_10406 avec délétion de FOXP1 
Cette patiente de 33 ans, a présenté un retard psychomoteur (marche à 24 mois) et un retard 
de langage. Elle a développé dans l'enfance des troubles psychotiques avec un repli, des 
automutilations et des hallucinations visuelles et auditives. 
L'analyse en ACPA a retrouvé une délétion 3p14.1 de novo de 234 kb emportant les exons 3 
et 4 du gène FOXP1 (Figure 44). Etant donné que des mutations et délétions de novo ont été 
décrites dans ce gène chez des patients présentant une DI, un retard de langage et des troubles 
neuropsychiatriques (Hamdan et al. 2010, Horn et al. 2010), nous avons conclu à la 
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Figure 44 : délétion de 234 kb de FOXP1 (patiente PSL_10406) 
 
   
4.2.4. Patiente PSL_12419 avec délétion de ANKRD11 
Cette patiente de 33 ans, avait une petite taille à -4DS, un surpoids, une DI légère et une 
dysmorphie. Son père avait également une petite taille à -4DS et la même dysmorphie, mais 
pas de DI.  
L'ACPA a retrouvé une délétion 16q24 de 148 kb des exons 4 à 15 du gène ANKRD11, gène 
du syndrome KBG (Sirmaci et al. 2011), aussi bien chez la patiente que chez son père (figure 
45). Ni l'un ni l'autre ne présentent toutefois les anomalies dentaires classiques, mais ils ont la 
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4.2.5. Patient PSL_10017 avec délétion de DMD 
Ce patient âgé de 16 ans a des TSA avec stéréotypies et anxiété, ainsi qu'un retard de langage 
et une DI. 
L'ACPA a retrouvé une délétion Xp21.1 de 269 kb des exons 48 à 55 (en phase) du gène 
DMD responsable de dystrophinopathie (figure 46). Il s'agit d'une découverte fortuite car il 
n’y avait pas de signe musculaire. Le bilan réalisé au décours de l'ACPA retrouve des CPK 
augmentées, ce qui confirme le risque de développement d'une dystrophie de Becker.  
Le patient a par ailleurs une duplication 16p11.2, transmise par le père, qui est un facteur de 
susceptibilité au TSA et à la DI. Et l'absence de dystrophine, en particulier de l'isoforme 
Dp140, délétée chez ce patient est également associée à la DI (Felisari et al. 2000). Il est donc 
possible que la présence de ces 2 CNV, facteurs de susceptibilité, ait entraîné le phénotype de 
DI et de TSA, bien que cette hypothèse reste à confirmer.  
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Figure 46 : délétion de 269 kb de DMD (patient PSL_10017) 
 
 
4.3. CNV facteurs de susceptibilité. 
En dehors des résultats pathogènes, nous nous sommes également intéressés aux principaux 
facteurs de susceptibilité connus, retrouvés dans notre série (tableau 32). 
Tableau 32 : facteurs de susceptibilité à la DI retrouvés dans notre série. Il faut signaler que 
nous n'avons pas pu vérifier la transmission parentale pour un certain nombre de nos 
patients. 





1q21.1 perte 1 1 0 0 
1q21.1 gain 3 2 0 0 
15q13.3 perte 4 0 2 1 
16p11.2 perte 5 0 0 0 
16p11.2 gain 7 1 2 2 
16p13.11 perte 2 0 0 0 
16p13.11 gain 3 0 1 1 
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Dans notre série, les facteurs de susceptibilité les plus fréquents sont les gains et pertes de la 
région 16p11.2. Nous avons inclus ces patients dans une grande étude collaborative dirigée 
par les équipes de Philippe Froguel (Lille, France) et Jacques Beckman (Lausanne, Suisse), 
dont les résultats sont présentés dans l'article 4 (Jacquemont et al. 2011). 
Dans cette étude, outre la DI et les troubles neuropsychiatriques, la délétion était fortement 
associée à un BMI élevé, alors que la duplication était associée à un BMI diminué. 
Remarquons que, dans notre série, il semble bien y avoir une tendance au surpoids parmi les 5 
patients délétés : 3 patients ont un poids > 97
ème





 percentile, et 1 patient a un poids à la moyenne. 
Pour les 7 patients dupliqués, on ne note pas particulièrement de tendance à un petit poids : 1 
patient a un poids < 3
ème
 percentile, 1 patient a un poids entre le 25
ème
 et le 50
ème
 percentile, 2 
patients ont un poids à la moyenne, 1 patient a un poids entre le 50
ème
 et le 75
ème
 percentile et 




4.4. Gènes candidats (article 4) 
Selon la stratégie développée à la partie 2.4, nous avons identifié plusieurs gènes candidats à 
partir de l'ACPA en diagnostic, gènes que nous avons cherchés à valider en séquençage.  
 
4.4.1. Gènes candidats identifiés par des CNV de novo. 
Comme expliqué dans notre partie 2.4., dans le cas de délétions de novo, nous émettons 
l'hypothèse d’une transmission AD ; il s’agit donc le plus souvent de cas sporadiques. 
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4.4.1.1. Séquençage du gène CAMTA1 (article 3) 
Le travail concernant ce gène a été l'objet de l'article 3 (Thevenon*, Lopez*, Keren*, et al. 
2012 ; * les 3 premiers auteurs ayant contribué à ce travail à part égale). 
Nous avons retrouvé une délétion 1p36.31 de 49 kb, de formule arr[hg19] 1p36.31(6,854,452-
6,903,599)x1 dn, chez une patiente (PSL_9055) de 3 ans, présentant une ataxie congénitale et 
un léger retard de développement. La description clinique plus détaillée de la patiente se 
trouve dans l'article 3 (cas index de la famille 3). La délétion emporte les exons 2 et 3 du gène 
CAMTA1 et n'est pas retrouvée chez les parents (figure 47).  
Figure 47 : délétion de 49 kb de CAMTA1 (patiente PSL_9055) 
 
 
Chez cette patiente, même si la délétion est de petite taille, plusieurs arguments sont en faveur 
de la pathogénicité de ce CNV, ainsi que celle de l'haploinsuffisance de CAMTA1 :  
- la délétion est de novo ; 
- CAMTA1 est exprimé préférentiellement dans le cortex temporal et le cervelet 
(Huentelman et al. 2007), ce qui est cohérent avec les principaux signes cliniques : retard des 
apprentissages et ataxie ; 
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- une délétion de novo de CAMTA1 a déjà été décrite chez un patient présentant un 
retard de langage, des TSA et une ataxie (patient 3 de l'article de Mikhail et al. 2011). 
Afin de valider l'implication de ce gène dans le phénotype de notre patiente, nous avons 
séquencé les séquences codantes de CAMTA1 (23 exons, 36 amplicons) avec la technique de 
pyroséquençage (Roche 454, cf. 3.5.2.) chez 47 patients présentant une ataxie congénitale 
avec DI (30 cas) ou sans DI (17 cas), sélectionnés parmi les patients du centre de référence 
des déficiences intellectuelles de causes rares. Ce séquençage n'a toutefois pas permis de 
retrouver de variant pathogène dans notre série.  
Lors de cette étude, nous avons appris que l'équipe du Pr Faivre et du Dr Thauvin-Robinet 
(CHU Dijon, France) avait réuni 2 familles atteintes de DI-NS et qui présentaient chacune un 
réarrangement intragénique du gène CAMTA1, entraînant un stop prématuré (une délétion et 
une duplication), ségrégeant avec la pathologie (familles 1 et 2 dans l'article 3). Nous avons 
donc décidé de continuer ce travail en collaboration avec cette équipe. Du fait de la présence 
d’une ataxie chez notre patiente, leurs patients ont été neurologiquement réévalués et une 
ataxie a été mise en évidence. L'équipe de Dijon a par ailleurs séquencé les exons 2 à 23 chez 
50 patients DI-NS et les exons 2 à 7 chez 100 patients DI-NS. Nous nous sommes chargés du 
séquençage de l'exon 1 de leur première cohorte de 50 patients. Aucune mutation pathogène 
n'a été retrouvée chez ces patients DI-NS. 
 
4.4.1.2. Séquençage du gène SP3 
Nous avons retrouvé une délétion 2q31.1 de 570 kb, de formule arr[hg19] 
2q31.1(174,363,575-174,915,012)x1 dn, chez une patiente (PSL_11404) avec une DI-NS 
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Figure 48 : délétion de 570 kb de SP3 (patiente PSL_11404) 
 
 
Cette délétion ne contient qu'un seul gène : SP3 qui est un facteur de transcription ayant un 
domaine de liaison de l'ADN en doigt de zinc. D'après la base de données Unigene, son 
expression est ubiquitaire.  
Chez cette patiente, malgré le fait que ce CNV est de petite taille, plusieurs arguments sont en 
faveur de la pathogénicité de ce CNV ainsi que celle de l'haploinsuffisance de SP3 :  
- la délétion est de novo ; 
- SP3 interagit avec les histones déacétylases HDAC1, HDAC2 et HDAC4, sachant que 
HDAC4 est impliquée dans la DI (Liu et al. 2006).  
En outre, le gène ne contient que 7 exons, ce qui nécessite donc relativement peu de travail de 
séquençage. 
Nous avons donc séquencé les régions codantes de SP3 (11 amplicons) par séquençage type 
Sanger (cf. 3.5.1.) chez 95 patients ayant une DI-NS, sélectionnés par le Centre de référence 
des déficiences intellectuelles de causes rares, afin de valider l'implication de ce gène dans le 
phénotype de la patiente. Mais ce séquençage n'a malheureusement pas retrouvé de variant 
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pathogène. Ce résultat n’exclut pas que la délétion de SP3 soit bien la cause de la DI chez la 
patiente ; mais il montre que des mutations de ce gène sont une cause probablement très rare 
de DI.  
 
4.4.1.3. Autres gènes candidats retrouvés dans des délétions de novo 
En dehors des délétions incluant les gènes CAMTA1 et SP3, nous avons identifié une délétion 
15q26.1 de 218 kb, de formule arr[hg19] 15q26.1(93,431,164-93,649,122)x1 dn, contenant 
les gènes RGMA et CHD2 (figure 49). 
Le patient délété (PSL_8467), âgé de 13 ans, a une DI modérée, avec hétéroagressivité. Il a 
présenté un retard de langage, mais pas de retard moteur. Il a par ailleurs une épilepsie, depuis 
l'âge de 3 ans, ainsi qu'une microcéphalie à -2DS.  
Figure 49 : délétion de 218 kb de RGMA et CHD2 (patient PSL_8467) 
 
 
Ce patient a un frère (PSL_8256) âgé de 8 ans qui, comme lui, a une DI modérée et a présenté 
un retard de langage sans retard moteur, mais qui en revanche n'a pas d'hétéroagressivité ni 
d'épilepsie. Son PC est à -1,5DS. La délétion n'a pas été retrouvée chez ce frère. 
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Les 2 gènes délétés chez notre patient, RGMA et CHD2, sont intéressants et peuvent être 
considérés comme des gènes potentiellement candidats.  
- RGMA (RGM domain family, member A) est un inhibiteur de la croissance axonale, 
aussi bien durant le développement qu'à l'âge adulte. Il permet de guider les axones sur des 
trajets spécifiques (Key et al. 2012). 
- CHD2 (Chromodomain Helicase DNA-binding protein 2) est un facteur de 
transcription ubiquitaire de la même famille que le gène CHD7, responsable du syndrome 
CHARGE. Des mutations dans ce gène ont été très récemment (juillet 2013) retrouvées chez 
environ 1% des patients présentant une encéphalopathie épileptique (Carvill et al. 2013).  
Nous avons suspecté que cette délétion était responsable des signes présents chez le patient 
mais absents chez son frère, à savoir l'épilepsie et les troubles du comportement. Néanmoins, 
la sélection d'une cohorte de validation nous est apparue difficile, étant donné l'incertitude 
phénotypique. Avec les données récentes de la littérature (Carvill et al. 2013), il apparait 
désormais que cette délétion est au moins responsable de l'épilepsie. 
 
4.4.2. Gènes candidats identifiés par des délétions transmises. 
Dans le cas des CNV transmis contenant un gène candidat de DI, nous nous sommes placés 
dans l'hypothèse d'une transmission autosomique récessive avec mutation délétère sur l'allèle 
non délété (cf. partie 2.2.2.). Ainsi, pour 3 gènes autosomiques, nous avons effectué le 
séquençage de l'ensemble des régions codantes à la recherche d'une mutation sur l'autre allèle. 
 
4.4.2.1. Séquençage du gène STXBP6 
Nous avons retrouvé une délétion 14q12 de 161 kb, de formule arr[hg19] 14q12(25,349,607-
25,510,923)x1 pat, chez un patient de 15 ans (PSL_7261) ayant une DI sévère, des TSA, des 
rires immotivés, et une épilepsie débutée à l'âge de 9 mois. Cette délétion inclut les exons 2 et 
3 du gène STXBP6 (Syntaxin Binding Protein 6) et elle est transmise par le père bien portant 
(figure 50).  
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Figure 50 : délétion de 161 kb de STXBP6 (patient PSL_7261). 
 
 
Malgré le fait que la délétion est transmise par un parent sain, STXBP6 nous est apparu 
comme un bon gène candidat pour plusieurs raisons :  
- il est exprimé dans le cerveau (base de données Unigene) ; 
- il code pour une protéine régulant le complexe SNARE qui participe à la régulation 
des vésicules présynaptiques (Scales et al. 2002) ; 
- il est de la même famille que le gène STXBP1 dont l'haploinsuffisance est responsable 
d'une DI sévère avec épilepsie à début précoce. 
Nous avons donc séquencé, avec la méthode de Sanger, les régions codantes de STXBP6 (5 
exons, l'exon 1 n'étant pas traduit, soit 5 amplicons), chez notre patient (PSL_7261) afin de 
rechercher une mutation délétère sur l'allèle non délété. Ce séquençage n'a pas permis de 
retrouver de mutation délétère.  
 
 
   
Keren Boris – Thèse de doctorat - Année 2013 
134 
4.4.2.2. Séquençage du gène CNTNAP4 
Nous avons retrouvé une délétion 16q23.1 de 916 kb, de formule arr[hg19] 
16q23.1(75,766,089-76,682,263)x1 mat, chez une patiente de 11 ans (PSL_8059) ayant une 
DI-NS légère (figure 51). Cette délétion inclut le gène CNTNAP4 (Contactin Associated 
Protein-Like 4) et elle est transmise par la mère. 
Figure 51 : délétion de 916 kb incluant CNTNAP4 (patiente PSL_8059). 
 
Bien que la délétion soit transmise par un parent bien portant, CNTNAP4 nous a semblé être 
un bon gène candidat pour plusieurs raisons :  
- il est exprimé préférentiellement dans le cerveau ; 
- il est de la même famille que CNTNAP2, protéine synaptique ligand de la neurexine, 
dont les mutations sont impliquées dans la DI (Gregor et al. 2011) ; 
Nous avons donc séquencé, en méthode de Sanger, les régions codantes de CNTNAP4 (23 
exons, 25 amplicons), chez le patient PSL_8059 mais nous n'avons pas détecté de mutation 
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4.4.2.3. Séquençage du gène NUDT12 
Nous avons retrouvé une délétion 5q21.2 de 1,1 Mb, de formule arr[hg19] 
5q21.1q21.2(102,694,113-103,794,722)x1 mat, chez une patiente de 11 ans (PSL_7699) ayant 
une DI-S modérée avec troubles du comportement à type d'hétéroagressivité, microcéphalie 
postnatale à -4DS, petite taille postnatale à -4DS et tétralogie de Fallot. Cette délétion inclut 
le gène NUDT12 (nudix-type motif 12) et elle est transmise par la mère (figure 52). 
 
Figure 52 : délétion de 1,1 Mb incluant NUDT12 (patiente PSL_7699) 
 
Nous avons séquencé, avec la méthode de Sanger, les régions codantes de NUDT12 (7 
amplicons) chez la patiente PSL_7699 dans l'hypothèse d'une mutation sur l'allèle non délété 
mais nous n'avons pas détecté de variant. 
 
4.4.3. Gènes candidats identifiés par une délétion homozygote (ATAD3A et ATAD3B) 
Nous avons identifié une délétion homozygote 1p36.33, de 10 kb, de formule arr[hg19] 
1p36.33(1,404,810-1,415,099)x0 (figure 53), chez une patiente (PSL_11774) atteinte d'une DI 
légère (détectée lors de l'apprentissage de la lecture et de l'écriture), et présentant des troubles 
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de l'équilibre à type de dystonie et de syndrome cérébelleux, apparus à 13 ans et s'aggravant 
progressivement.  
Cette délétion est retrouvée à l'état hétérozygote chez les parents bien portants, et n'est pas 
retrouvée chez son frère, lui aussi bien portant. Il est à remarquer que la patiente ne présente 
pas de grand LOH, signe de consanguinité. 
Cette délétion emporte au minimum les 2 premiers exons du gène ATAD3B et le dernier exon 
du gène ATAD3C (ATPase family, AAA domain containing 3). Les gènes ATAD3A, ATAD3B 
et ATAD3C sont des gènes paralogues, conservés chez les eucaryotes. ATAD3A et ATAD3B 
codent pour des protéines de la membrane mitochondriale qui stabilisent les "nucléoïdes" 
mitochondriaux, c'est-à-dire les complexes associant ADNmt et protéines. ATAD3C est un 
paralogue de ATAD3A et ATAD3B mais tronqué en N-terminal et en C-terminal (Li et al. 
2011). ATAD3A et ATAD3B sont exprimés dans le cerveau (base de données Unigene).  
Après discussion avec le Dr Fanny Mochel, (consultation des maladies métaboliques, GH 
Pitié-Salpêtrière, Paris) et le Dr Anne Lombes, (physiopathologie cellulaire et moléculaire des 
maladies mitochondriales, GH Pitié-Salpêtrière, Paris), le phénotype de la patiente est 
effectivement évocateur d'une maladie mitochondriale, et cette délétion est donc 
probablement en rapport avec la pathologie. 
Nous avons alors décidé de séquencer les régions codantes de ATAD3B dans une série de 31 
patients, sélectionnés par le Centre de référence des déficiences intellectuelles de causes rares, 
présentant un phénotype similaire à la patiente PSL_11774. Nous avons également séquencés 
ATAD3A, dans la même série étant donné sa fonction comparable avec ATAD3B.  
Nous avons séquencé les exons 2 à 16 des deux gènes (15 amplicons par gène). Le 
séquençage des exons 1 n'a pas été réalisé étant donné la difficulté de mise au point liée à la 
proportion importante de GC et la forte homologie entre les 2 gènes. Ce séquençage n'a pas 
permis de retrouver de mutation délétère.  
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Figure 53 : délétion de 10 kb incluant ATAD3B et ATAD3C (patiente PSL_11774). 
 
 
4.4.4. Gènes candidats identifiés par homozygosity mapping et séquençage de l'exome  
L'homozygosity mapping permet de définir des régions candidates (2.4.4.), comprenant le plus 
souvent plusieurs dizaines, voire centaines de gènes. Lorsqu'un de ces gènes nous est apparu 
comme un très bon candidat, nous l'avons séquencé spécifiquement. Dans le cas contraire, 
devant l'impossibilité de séquencer, par méthode de Sanger, tous les gènes candidats, nous 
avons fait effectuer un séquençage de l'exome en NGS.  
 
4.4.4.1. Famille de DI-S présentant un phénotype proche du Cockayne  
Nous avons étudié le cas d'un frère et d'une soeur (PSL_9730 et PSL_9731), nés de parents 
consanguins, présentant la même pathologie très sévère :  
- retard de croissance anténatal (RCIU), s'aggravant en post-natal ; 
- difficultés alimentaires apparues à l'âge de 4 mois (les 3 premiers mois de vie ayant été 
sans particularité sur le plan neurologique) ; 
- régression des acquisitions dans la petite enfance (perte de la station debout) ; 
- microcéphalie post-natale, s'aggravant progressivement ; 
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- vieillissement prématuré ; 
- énophtalmie ; 
- lipodystrophie faciale et tronculaire ; 
- neuropathie périphérique démyélinisante ; 
- surdité de perception ; 
- rétinopathie pigmentaire "poivre et sel" et opacités cornéennes ; 
- lésions squelettiques épiphyso-métaphysaires ; 
- brachydactylie et enraidissement des articulations des membres ; 
- micropénis et cryptorchidie chez le garçon. 
La sœur aînée est décédée à l'âge de 7 ans dans un tableau de choc septique. Le frère est âgé 
de 5 ans au moment de l'ACPA. 
Les parents sont par ailleurs en bonne santé et ont un troisième enfant, également en bonne 
santé, ce qui évoque une pathologie autosomique récessive (figure 54). 
Figure 54 : arbre de la famille dont le gène YWHAE a été séquencé 
 
 
La première hypothèse a été celle d'un syndrome de Cockayne, malgré les lésions osseuses 
non classiques, l'absence de photosensibilité, l'IRM cérébrale normale et la dysmorphie un 
peu différente. Mais la réparation de l'ADN et le séquençage du gène CSB sont normaux. 
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Le bilan métabolique est par ailleurs normal, ainsi que le caryotype et l'étude des gènes LMNA 
et FACE1. 
L'étude en puce SNP n'a pas permis de mettre en évidence d'anomalie chromosomique 
responsable de la pathologie. Mais une étude d'homozygotie n'a retrouvé que 3 régions 
d'intérêt, pour un total de 12 Mb, communes aux 2 atteints, et hétérozygotes chez le frère sain, 
de formule chromosomique arr[hg19] 3p14.2p13(62,572,391-70,606,921)x2 
hmz,11q23.3(116,139,120-118,740,864)x2 hmz,17p13.3(114,670-1,493,715)x2 (figure 55). 
Ces régions d'intérêt contiennent en tout 102 gènes dont aucun gène connu de Cockayne, ni de 
Xeroderma Pigmentosum.  
 
4.4.4.1.1. Séquençage du gène YWHAE  
Parmi les 102 gènes dans les régions d'intérêts, nous nous sommes intéressés à YWHAE 
(tyrosine 3-monooxygenase / tryptophan 5-monooxygenase activation protein, epsilon 
polypeptide). 
 
Figure 55 : LOH commun aux 2 atteints, PSL_9730 et PSL_9731, contenant YWHAE 
 
 
YWHAE est un gène de régulation de la transduction du signal intracellulaire. Il s'agit d'un des 
deux gènes critiques de la région du syndrome de Miller-Dieker : sa délétion est nécessaire, 
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en plus de celle de PAFAH1B1 (qui est responsable de lissencéphalie) pour entrainer le 
phénotype complet de syndrome de Miller-Dieker (Cardoso et al. 2013). En outre, des 
délétions hétérozygotes 17p13.3 incluant, YWHAE mais pas PAFAHB1, sont responsables 
d'un phénotype de DI modérée avec retard de croissance staturo-pondérale (Schiff et al. 
2010). 
YWHAE nous a donc semblé être un gène candidat possible pour expliquer ce DI-S familial, 
sachant qu'on s'attend, en cas de mutation homozygote comme nous l'avons ici, à un 
phénotype plus sévère qu'avec des patients ayant une délétion hétérozygote comme on en 
trouve dans les cas rapportés jusqu'à présent.  
Nous avons donc séquencé, en méthode de Sanger, les régions codantes de YWHAE (9 exons, 
9 amplicons), chez le frère atteint (PSL_9731) mais n'avons trouvé aucune mutation délétère. 
 
4.4.4.1.2. Séquençage de l'exome  
Après avoir séquencé, sans succès, le gène YWHAE dans la famille précédente, nous avons 
fait effectuer un séquençage de l'exome chez le patient PSL_9731 au Centre National de 
Génotypage (CNG), en utilisant comme filtre principal, outre ceux décrits dans notre partie 
2.5.3.3., une analyse limitée aux locus d'intérêt. Nous avons également éliminé les variants 
retrouvés chez d'autres individus du même run afin d'éviter les faux positifs. 
Cette analyse a détecté 26 497 SNV (Single Nucleotid Variants) et 2 499 indel. Parmi ces 
variants, nous avons identifié une substitution nucléotidique homozygote G>A, en position 
116633617, ce qui correspond à une mutation faux-sens dans l'exon 4 du gène BUD13 
(transcrit NM_032725.3 dans la base de données refseq), selon la nomenclature HGVS : 
cDNA : NM_032725.3:c.688C>T, ADN génomique : Chr11(GRCh37):g.116633617G>A, 
Protéine : p.Arg230*. 
Ce variant est rare puisqu'il n'est pas répertorié dans dbSNP, 1000 genomes, HapMap ou 
Exome Variant Server. 
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Un séquençage selon la méthode Sanger a confirmé la mutation et déterminé que les parents 
et le frère sain sont hétérozygotes (figure 56).  
 
Figure 56 : électrophorégrammes (logiciel Applied Biosystem Seqscape) montrant la 
mutation à l'état homozygote chez les 2 individus atteints (PSL_9730 et PSL_9731) et à l'état 
hétérozygote chez les parents et le frère sain (PSL_9728, PSL_9729 et PSL_10632). 
 
 
BUD13 est exprimé sous la forme de deux isoformes d'après refseq (NM_032725 et 
NM_001159736). La mutation retrouvée dans l'exon 4 ne touche que la première isoforme, 
qui est l'isoforme majeure (d'après les données d'annotation Aceview). 
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4.4.4.1.3. Séquençage du gène BUD13 
Afin de rechercher d’autres patients avec des mutations du gène BUD13, nous avons 
séquencé, en méthode de Sanger, les régions codantes de ce gène (10 exons, 10 amplicons), 
dans une série de 27 patients présentant un syndrome de Cockayne sans mutation dans le gène 
ERCC6 adressés par le Pr Vincent Laugel (CHRU Strasbourg, France). Ce séquençage n'a pas 
détecté de mutation délétère dans cette série de patients. 
 
4.4.4.1.4. Séquençage du gène RBMX2 
Dans le cas de la levure, la protéine Bud13 fait partie du complexe de rétention du 
splicéosome, également appelé complexe RES. Ce complexe contient une autre protéine, Ist3, 
qui, lorsqu'elle est inactivée, produit le même phénotype sur la levure que l'inactivation de 
Bud13 (Dziembowski et al. 2004). Après discussion avec le Pr Bertrand Séraphin (IGBMC, 
Strasbourg, France), spécialisé dans l'étude de l'épissage chez la levure, nous avons donc 
décidé d'effectuer un séquençage du gène RBMX2 (6 exons, 5 amplicons), qui est l'homologue 
humain de Ist3 dans la série de patients avec syndrome de Cockayne sans mutation du gène 
ERCC6. Ce séquençage n'a pas détecté de mutation délétère. 
 
4.4.4.2. Séquençage de l'exome dans une famille de DI-S présentant une agénésie du 
corps calleux (PSL_10908 et PSL_10909) 
Il s'agit de 2 frères, l'un de 10 ans, l'autre de 9 mois, nés de parents consanguins, ayant une 
DI-S associée à une agénésie complète du corps calleux et une microcéphalie à -2DS (figure 
57). 
L'étude en puce SNP n'a pas permis de mettre en évidence d'anomalie chromosomique 
responsable de la pathologie. Mais une étude d'homozygotie n'a retrouvé que 3 régions 
d'intérêt pour un total de 5,7 Mb, communes aux 2 atteints, et non présentes chez la soeur et le 
frère sains, de formule chromosomique arr[hg19] 6q22.31(119,051,696-122,075,563)x2 hmz, 
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14q23.1(59,604,252-60,823,009)x2 hmz, 14q23.3q24.1(66,461,979-67,972,922)x2 hmz. Ces 
régions d'intérêt contiennent 26 gènes, dont aucun gène connu de DI ou d'agénésie du corps 
calleux. 
Devant l'absence de gène particulièrement évocateur de DI, nous avons fait effectuer un 
séquençage de l'exome chez les patients PSL_10908 et PSL_10909 par la société Integragen, 
en utilisant comme filtre principal, outre ceux décrits dans la partie 2.5.3.3., une analyse 
limitée aux locus d'intérêt des variants présents chez les 2 frères. Nous avons également 
éliminé les variants ayant une fréquence > 1% dans la base de données interne d'Integragen. 
 
Figure 57 : arbre de la famille ayant une DI-S et agénésie du corps calleux ; on a pratiqué sur 
les individus atteints un séquençage de l'exome 
 
 
Cette analyse a détecté 30 378 SNV et 7 277 indel chez l'individu PSL_10908 ; ainsi que 60 
234 SNV et 7 059 indels chez l'individu PSL_10909. Nous n'avons malheureusement retrouvé 
aucun variant potentiellement délétère dans les 26 gènes des régions sélectionnées. Une 
analyse des données d'exome sans focalisation sur les régions d'intérêt retrouve 205 variants 
rares, présents chez les 2 atteints : 184 compatibles avec un mode de transmission AD, 18 
avec un mode de transmission AR (hétérozygotes composites) et 3 avec un mode lié à l'X. 
Aucun de ces variants ne provoque un stop prématuré. Pour le moment, nous n'avons donc 
pas identifié la mutation qui est responsable de la pathologie dans cette famille. 
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4.5. Caractérisation de points de cassure de 
translocation (article 5) 
Nous avons caractérisé les points de cassure d'une translocation identifiée dans une famille 
avec deux sœurs atteintes de DI, épilepsie et microcéphalie. Ce travail est détaillé dans 
l'article 5. 
Les deux sœurs, de 18 et 28 ans, présentaient à la fois une DI-S, une épilepsie, une 
microcéphalie à -4DS, et une petite taille à -5DS à début anténatal. Nous avons effectué une 
ACPA chez la plus jeune soeur (PSL_8584) et retrouvé une duplication 2p25 de 5,5 Mb, de 
formule arr[hg19] 2p25.3p25.2(72,185-5,571,360)x3, associée à une délétion 22q13.3 de 5 
Mb, de formule arr[hg19] 22q13.31q13.33(46,094,759-51,169,045)x1 (figure 58). 
L'analyse en FISH a déterminé qu'il s'agit d'un dérivé de translocation réciproque 
déséquilibrée, porté également par la deuxième soeur atteinte. Le père et une soeur saine âgée 
de 23 ans sont porteurs de la translocation réciproque sous sa forme équilibrée. 
L'analyse en ACPA a révélé que le point de cassure sur le chromosome 22 coupait le gène 
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Figure 58 : duplication 2p25 de 5,5Mb associée à une délétion de 22q13.3 de 5Mb dont le 
point de cassure passe dans le gène ATXN10 (patiente PSL_8584). 
 
 
Il existe donc une disruption d'ATXN10, chez le père et la soeur porteurs de la translocation 
réciproque équilibrée, alors qu'ils ne présentent pas d'ataxie. 
Nous avons voulu caractériser précisément les points de cassure par séquençage en méthode 
Sanger. Nous avons donc, dans un premier temps, réalisé des PCR dans les intervalles situés 
entre la dernière sonde normale et la dernière sonde anormale sur les chromosomes 2 et 22 
(22 combinaisons d'amorces en tout). Puis nous avons séquencé les 2 fragments amplifiés.  
Ce séquençage a permis de déterminer que le point de cassure sur le chromosome 22 était 
situé dans l'intron 2 de ATXN10 à la coordonnée chr22:46087421-46087422. Sur le 
chromosome 2, la coordonnée du point de cassure est : chr2:5578252-5578253 (figure 59). 
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Figure 59 : électrophoregrammes des points de cassure sur les dérivés 2 et 22 
 
A noter la présence d'une insertion d'une base cytosine supplémentaire au niveau d'un des 2 
points de cassure. Cette cytosine est normalement présente, sur le chromosome 2 normal et 
non sur le chromosome 22, or on la retrouve sur les 2 dérivés de translocation.  
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4.6. Résultats des patients présentant une DI et des 
TSA (article 6) 
Parmi nos résultats, nous avons voulu analyser plus spécifiquement les données de CNV, et le 
travail de séquençage de gènes candidats effectué chez les patients de notre série présentant 
des TSA associés à la DI. Ce travail a été réalisé en collaboration avec le Dr Caroline Nava, 
qui travaille au Centre de recherche de l'institut du cerveau et de la moelle, UPMC/Inserm 
UMR-S975/CNRS UMR 7225 (GH Pitié-Salpêtrière, Paris). Les résultats de cette étude sont 
détaillés dans l'article 6 (Nava*, Keren* et al. 2013 ; * les 2 premiers auteurs ayant contribué 
à ce travail à part égale). Dans l'article, les CNV des patients ayant des TSA sans DI ou ayant 
été passés sur des puces Illumina Human 660W-Quad (hors diagnostic) ne font pas partie du 
sujet de ce travail et n'ont pas été inclus dans les statistiques présentées dans la partie 3.1. 
Pour résumer, l'ACPA a retrouvé 114 CNV rares dont 41 pertes de copies et 73 gains de 
copies chez 160 patients DI et TSA. Parmi ces CNV, deux ont été considérés comme 
pathogènes en raison de leur taille, de leur caractère de novo, ou de leur implication connue 
dans les TSA et la DI : une triplication 15q11-q13 de 4,5 Mb, de formule arr[hg19] 
15q11.2q13.1(21,234,149-25,713,937)x4 (PSL_8082) et une délétion 9p24 de 3,8 Mb, de 
formule arr[hg19] 9p24.3p24.2(317,782-4,084,321)x1 (PSL_8378). 
Les différentes délétions hétérozygotes retrouvées ont permis d'identifier plusieurs gènes 
candidats :  
- DOCK8 et DOCK10, qui codent pour des protéines de signalisation cellulaire 
interagissant avec les Rho-GTPases, sont tous les deux exprimées dans le cerveau. Une 
disruption de DOCK8, due à une translocation réciproque équilibrée, a déjà été décrite dans 
une famille présentant DI et épilepsie (Griggs et al. 2007) ; 
- SMARCA2, qui code pour un facteur de transcription appartenant au même complexe 
que la protéine FMRP codée par FMR1, qui est le gène de l'X fragile. Des mutations faux 
sens, n'inactivant pas totalement la fonction du gène, ont récemment été décrites chez des 
patients atteints du syndrome de Nicolaides-Baraitser ; 
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- NYAP2, qui code pour une protéine de signalisation neuronale (Yokoyama et al. 
2011). 
Dans l'hypothèse d'une pathologie de transmission AR, les patients ayant des délétions de ces 
gènes ont eu un séquençage de leur allèle non délété par la méthode de Sanger.  
Une substitution nucléotidique G>A, faux sens, a été retrouvée dans le gène DOCK10, de 
formule HGVS cDNA : NM_014689.2:c.6460G>A, ADN génomique : 
Chr2(GRCh37):g.225630539C>T, protéine: p.Asp2154Asn. Ce variant est répertorié dans la 
base dbSNP avec une fréquence de 0,0004. Il est classé comme "possibly damaging" avec un 
score de 0,82, d'après l'algorithme de prédiction PolyPhen-2. 
Aucune mutation délétère n'a été retrouvée dans les gènes DOCK8, SMARCA2 et NYAP2. 
Nos effectifs dans cet article sont inférieurs à ceux présentés à la partie 4.1 car d'autres 
patients ont été analysés depuis. 
 





Dans cette partie, nous discuterons des résultats obtenus à partir de notre série de patients DI 
passés en ACPA. Nous analyserons d'abord l'intérêt que présente notre série sur le plan 
diagnostique, et nous verrons ensuite les nouveaux gènes candidats qu'elle nous a permis 
d'identifier. 
 
5.1. Utilisation des puces SNP en diagnostic  
5.1.1. Analyse globale des résultats 
Notre série comporte en moyenne 1,63 patient de sexe masculin pour 1 patiente de sexe 
féminin, ce qui est concordant avec les études de prévalence montrant un excès de garçon (cf. 
1.1.5.). 
Sur les 1 187 patients pour lesquels nous avons effectué une ACPA en diagnostic, nous avons 
retrouvé 143 CNV pathogènes, ce qui représente environ 12% de diagnostics réalisés. 
Ces résultats sont concordants avec ceux des grandes séries et revues de la littérature qui 
retrouvent un taux de diagnostics qui varie entre 5 à 20% (Stankiewicz et al. 2007, Keren (a), 
2010, Miller et al. 2010, Cooper et al. 2011, Hochstenbach et al. 2011, Schaaf et al. 2011, 
Shoukier et al. 2013).  
Concernant le taux diagnostique en fonction de la clinique, nous avons retrouvé 
significativement plus de CNV pathogènes chez les patients atteints de DI-S comparés aux 
patients DI-NS : 14,6% contre 6,6% (p = 1,4.10
-6 
avec le test chi2). Il est classiquement admis 
que la probabilité de retrouver une anomalie chromosomique chez un patient DI est d'autant 
plus grande qu'il existe un nombre important de signes associés (De Vries et al. 2001), et nos 
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résultats sont en accord avec ce principe. Quant à nos patients présentant des TSA associés, 
ils présentent significativement moins de CNV pathogènes : 5% contre 12,9% pour nos autres 
patients DI (p=0,00025 avec le test chi2). Ces résultats concordent avec le taux de CNV de 
novo retrouvés dans de grandes séries de patients TSA, et qui varie de 5 à 7% (Itsara et al. 
2010, Pinto et al. 2010, Levy et al. 2011, Sanders et al. 2011). Cette différence peut 
s'expliquer par le fait que, en dehors de l'épilepsie, les signes associés en particulier 
dysmorphiques et malformatifs, sont plus rares dans les TSA en général que dans la DI, 
retrouvés dans environ 20% des cas (Miles et al. 2005, Angkustsiri et al. 2011). Dans notre 
série, sur nos 256 patients présentant des TSA, seulement 8 ont été classés en DI-NS, ce qui 
explique probablement nos résultats.  
 
5.1.2. Variation du nombre de CNV retrouvés en fonction du type de puce utilisé 
Durant ce travail, nous avons utilisé deux types de puces SNP :  
- les Illumina HumanCNV370-duo et HumanCNV370-quad (qui analysent les mêmes 
marqueurs SNP), de décembre 2007 à mars 2009 (153 patients) ; 
- les Illumina HumanCytoSNP-12 d'avril 2009 à mai 2013 (1 034 patients) ; 
Le nombre moyen de CNV identifiés est très différent selon qu'on utilise l'un ou l'autre de ces 
deux types de puces: 10,9 par patient pour les CNV370 contre 3,2 par patient pour les 
CytoSNP. Cette différence peut s'expliquer par le design des puces. Les CNV370 ont été 
conçues initialement pour les études GWAS, afin d'étudier plus particulièrement les risques 
associés à des variants communs (CNV ou SNP). Les CNV fréquents (polymorphiques) sont 
donc particulièrement bien couverts (source : HumanCNV370 datasheet, Illumina). Les puces 
HumanCytoSNP ont, au contraire, été mises au point pour le diagnostic cytogénétique afin de 
détecter préférentiellement les variants rares. La densité en sondes est donc plus importante 
sur des régions d'anomalies chromosomiques pathogènes connues et sur le chromosome X, 
tandis que certaines régions très polymorphiques, comme le locus des défensines en 8p ou le 
9q proximal, ne sont pas couvertes (source : InfiniumDx™ CytoSNP-12 Assay datasheet, 
Illumina). 
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Par conséquent, il est logique que l'excès de CNV retrouvé avec les CNV370 soit lié à la 
densité en sondes au niveau des régions polymorphiques. Si nous nous intéressons 
uniquement aux CNV rares (non décrits dans DGV) et contenant des séquences codantes, 
nous en trouvons en moyenne 0,39 par patient avec les CNV370 et 0,56 CNV avec les 
CytoSNP. On peut donc en conclure que les CytoSNP sont plus performantes que les 
CNV370 pour la détection des CNV rares (p = 0,0001 avec le test chi2), malgré le fait qu'elles 
détectent globalement moins de CNV. Ce résultat démontre l'intérêt des CytoSNP dans une 
utilisation diagnostique où l'on s'intéresse prioritairement aux CNV rares et non aux CNV 
polymorphiques. De plus, étant donné que le nombre total de CNV retrouvés par les CytoSNP 
est inférieur à celui des CNV370, l'analyse et l’interprétation sont plus simples.  
En ce qui concerne le nombre de diagnostics réalisés, un CNV pathogène a été retrouvé chez 
9,8% des patients avec les CNV370, et 12,3% des patients avec les CytoSNP. Cette différence 
n'est pas significative (p = 0,36 avec le test chi2), ce qui est probablement dû au fait que la 
majorité des CNV pathogènes sont de grande taille, donc aussi bien détectés par les deux 
types de puces. Il faudrait probablement augmenter de beaucoup les effectifs pour que l'excès 
de petits CNV pathogènes retrouvés par les CytoSNP soit significatif.  
 
5.1.3. Interprétation des CNV en fonction du type d'anomalie et de la taille 
Lors de l'analyse des CNV, la taille et le type d'anomalie (gain ou perte) sont pris en compte 
pour la détermination du caractère pathogène. Plus le CNV est large, et plus la probabilité est 
grande que des régions génomiques de fonction critique, sensibles au nombre de copies, 
soient affectées, entraînant un retentissement phénotypique. Il est généralement admis que les 
duplications sont des altérations génomiques mieux tolérées que les délétions (Lee et al. 
2007b, Mannings et al. 2010, Miller et al. 2010, South et al. 2011, Kearney et al. 2011). 
Les résultats de notre série sont concordants avec ces principes : nous avons observé en effet 
une corrélation entre la taille du CNV, son type (gain ou perte) et la pathogénicité (Figure 60).  
Nous avons retrouvé une taille moyenne de 6,5 Mb pour les délétions pathogènes, contre 
11 Mb pour les duplications pathogènes, ce qui suggère qu'à taille égale une délétion a plus de 
chance d'être pathogène.  
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Figure 60 : boxplots de la taille des CNV en fonction de leur type et de leur interprétation. La 
partie gris clair représente la taille des CNV entre la médiane et le premier quartile, la partie 
gris foncé représente la taille des CNV entre la médiane et le troisième quartile. Les 
extrémités représentent la taille du CNV au 9ème percentile (en bas) et au 91ème percentile 
(en haut). Les CNV notés "VOUS" sont des CNV d'intérêt, contenant des séquences codantes 
et non présents dans DGV, pour lesquels nous n'avons pas pu vérifier le caractère transmis 
ou de novo. 
 
 
Nous retrouvons cette différence lorsque nous regardons la fréquence des anomalies 
pathogènes en fonction de la taille minimale des CNV (figure 61). 
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Figure 61 : proportion de CNV pathogènes dans notre série en fonction de la taille minimale. 
Les pertes de copies sont en rouge et les gains de copies sont en bleu. 
 
 
La figure 61 montre qu'à taille égale, la proportion de CNV pathogènes est plus importante 
dans les délétions. Le coefficient de détermination (en régression linéaire) est de r² = 0,57 
pour les délétions et de r² = 0,30 pour les duplications. 
Ces données confirment donc ce qui est classiquement admis : il y a d'autant plus de risque 
qu'un CNV soit pathogène qu'il s'agit d'une perte de nombre de copies et que sa taille est 
grande. 
Quant à la taille minimale des CNV analysés, les recommandations internationales 
préconisent une résolution d'analyse d'au moins 400 kb (Miller et al. 2010, Kearney et al. 
2011). Dans notre méthode d'analyse, nous ne fixons pas de seuil minimum de taille pour la 
détection des CNV : nous n'utilisons qu'un seuil de "CNV confidence" qui reflète la 
vraisemblance du CNV (cf. partie 3.2.4.2.6). Ainsi, nous avons pu détecter 6 CNV 
pathogènes, de taille inférieure à 400 kb, ce qui représente 0,5% de nos 1 087 patients, et nous 
a permis de détecter 6 CNVs pathogènes supplémentaires, soit une augmentation de notre 
taux diagnostique de 4,4%. Ces résultats nous encouragent donc à continuer d'obtenir la 
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meilleure résolution d'analyse possible sur les puces que nous utilisons, sans fixer 
artificiellement un seuil minimal de taille. Il faut toutefois noter qu'aucun de ces 6 CNV de 
petite taille ne correspond à un gain de nombre de copies, ce qui justifierait de ne continuer 
cette stratégie d'analyse que pour les délétions. 
  
5.1.4. Apport des puces SNP en diagnostic du fait de la détection des disomies uniparentales 
En diagnostic, les puces SNP ont comme avantage, comparées à la CGH array, qui reste la 
technique d'ACPA la plus utilisée, de pouvoir détecter les LOH, et donc les UPD, lorsqu'elles 
sont des isodisomies (les 2 chromosomes sont génotypiquement identiques).  
Lorsque l'UPD survient dans une région soumise à l'empreinte, cela a pour conséquence des 
anomalies de l'expression d'un ou de plusieurs gènes, ce qui peut avoir des conséquences 
cliniques pathologiques (Butler et al. 2009).  
C'est ce mécanisme qui explique le syndrome de Prader-Willi constaté chez la patiente 
PSL_8591 avec UPD maternelle, complète et homogène, du chromosome 15, que nous avons 
diagnostiqué en ACPA. La patiente, âgée de 17 ans au moment du diagnostic, présente un 
phénotype compatible avec ce syndrome : DI, obésité, petites extrémités, épilepsie, retard de 
croissance. L'interrogatoire de la famille n'avait toutefois pas permis de mettre en évidence 
d'hypotonie ni de difficultés d'alimentation en période néonatale, ce qui fait pourtant partie de 
l'histoire habituelle de la maladie. C’est la raison pour laquelle cette étiologie n'avait pas été 
évoquée avant l'ACPA et c'est finalement l'examen pangénomique qui a permis de poser le 
diagnostic. Selon notre expérience, le diagnostic de syndrome de Prader-Willi est, dans la 
grande majorité des cas, orienté cliniquement, et confirmé par des tests ciblés (étude de 
méthylation en première intention puis FISH). Depuis fin 2007, cette patiente est la seule 
patiente Prader-Willi diagnostiquée en ACPA dans notre laboratoire, alors que nous y avons 
dans le même temps diagnostiqué, en FISH, 15 patients atteints de syndrome de Prader-Willi. 
Le diagnostic de ce syndrome en ACPA est donc réservé aux formes atypiques, et l'excès de 
diagnostics permis par les puces SNP par rapport à la CGH array est réservé aux UPD, soit 25 
à 30% des cas (Goldstone et al. 2004). 
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En ce qui concerne la patiente PSL_9378 avec une UPD maternelle, complète et homogène, 
du chromosome 9, nous avons suspecté un mécanisme différent d'une pathologie liée à 
l'empreinte. En effet, il n'existe pas de syndrome caractéristique connu causé par l'UPD 
maternelle du chromosome 9. Etant donné que cette UPD est composée à la fois d'isodisomie 
et d'hétérodisomie, nous avons posé l'hypothèse d'un mécanisme de formation par une 
correction de trisomie incomplète (Conlin et al. 2010). Nous avons donc effectué une 
recherche de mosaïque sur des fibroblastes de la patiente et retrouvé une trisomie 9 dans 4% 
des cellules (figure 62). Des disomies maternelles du 9 associées à une trisomie en mosaïque 
ont déjà été décrites en pré et postnatal (Willatt et al. 1992, Slater et al. 2000); mais dans ces 
cas l'UPD avait été suspectée suite à la détection de la trisomie, à l'inverse de notre cas où 
c'est la trisomie qui a été suspectée suite à la détection de l'UPD. Sur le plan clinique, notre 
patiente présente un phénotype très proche du cas décrit par l’équipe de Willatt, ayant une 
trisomie 9 dans 6% des cellules, en particulier la dysmorphie avec un important 
microrétrognathisme, et une forte scoliose. Nous avons donc considéré cette anomalie 
chromosomique comme causale.  
 
Figure 62 : FISH avec la sonde centromérique du chromosome 9, de la patiente PSL_9378 
ayant une UPD du 9, retrouvant une trisomie 9 dans 4% des fibroblastes 
 
 
Les deux précédentes UPD, du chromosome 15 et du chromosome 9, détectées en ACPA, 
nous ont permis de faire un diagnostic étiologique des troubles présentés par ces patients, 
contrairement aux trois autres UPD que nous avons détectées.  
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Nos deux patients porteurs d'une iUPD paternelle, complète et homogène, du chromosome 16 
ont des phénotypes distincts. Tous les deux ont une DI et un retard de croissance, mais la DI 
est beaucoup plus sévère pour la patiente PSL_10170 que pour le patient PSL_7798. Le 
patient PSL_7798 a par ailleurs une ataxie cérébelleuse, une cardiomyopathie hypertrophique 
et une épilepsie, tandis que la patiente PSL_10170 a une arthrogrypose, une surdité de 
perception et un syndrome de Pierre Robin. De plus, leur dysmorphie est très différente. Les 
UPD du chromosome 16 sont parmi les UPD les plus fréquentes (Kotzot et al. 1999), mais 
elles sont d'origine maternelle dans la quasi-totalité des cas. Un seul cas d'UPD du 16 
d’origine paternelle, diagnostiqué de façon fortuite, a été rapporté dans la littérature chez une 
enfant de 13 mois bien portante (Kohlhase et al. 2000). Nous avons conclu de ces données de 
la littérature, et de la constatation que nos deux patients présentaient un phénotype distinct, 
que leur pathologie n'était pas liée à une anomalie de l'empreinte. Etant donné que ces 2 UPD 
sont composées totalement d'isodisomie, nous avons posé l'hypothèse d'un mécanisme de 
formation par une correction incomplète de monosomie (Conlin et al. 2010). Mais la 
recherche, en FISH, de monosomie en mosaïque sur fibroblastes a été négative sur 200 
cellules pour nos 2 patients. Au final, nous considérons actuellement ces 2 UPD du 16 comme 
des variants de signification inconnue. Il se peut que ces UPD aient permis l'expression de 
deux maladies AR différentes liées à des mutations délétères sur un chromosome 16 paternel, 
se retrouvant à l'état homozygote dans l'UPD. Cela nécessiterait de réaliser un séquençage 
exonique et d'analyser spécifiquement les gènes du chromosome 16.  
Notre dernière UPD est une iUPD paternelle, segmentaire et en mosaïque, de la partie 
terminale du bras court du chromosome 11. Cette anomalie est connue pour être responsable 
du syndrome de Wiedemann-Beckwith (Romanelli et al. 2011). Or notre patiente n'a aucun 
signe de Wiedemann-Beckwith, pas de macrosomie, d'avance staturale, de macroglossie, de 
viscéromégalie, d'anomalie de morphologique des oreilles, d'anomalie de la paroi abdominale, 
etc. De plus, une mutation de novo du gène TUBA1A a, par la suite, été mise en évidence chez 
cette patiente, ce qui concorde tout à fait avec son phénotype et en particulier ses anomalies 
visibles à l'IRM cérébrale. Nous pensons donc que c'est cette mutation qui est responsable du 
phénotype et non l'UPD. L'absence de manifestation phénotypique de cette UPD peut 
s'expliquer par sa période d'apparition. Les anomalies en mosaïque peuvent survenir après la 
conception, tout au long de la vie. Et les conséquences phénotypiques sont différentes selon 
que l'anomalie survient durant le développement ou après le développement. Certaines études 
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en ACPA réalisées dans la population générale ont montré l'apparition, au cours de la vie, 
d'UPD en mosaïque, dont des UPD 11pter, sans que ces patients n'aient de syndrome de 
Wiedemann-Beckwith (Jacobs et al. 2012, Laurie et al. 2012). Nous pensons que c'est 
également le cas pour notre patiente ; l'apparition tardive au cours du développement de son 
UPD pourrait être la raison de l'absence de syndrome de Wiedemann-Beckwith. A noter que, 
si nous avons conclu que cette UPD n'était pas en rapport avec le phénotype de la patiente, 
elle a tout de même démontré que les puces SNP permettaient de diagnostiquer le syndrome 
de Wiedemann-Beckwith, ainsi que d'évaluer la taille et le taux de mosaïque de l'UPD, ce qui 
nous a conduit à collaborer à divers travaux sur les disomies uniparentales avec l'équipe 
d'Irène Netchine, Sylvie Rossignol et Yves Le Bouc (Hôpital Trousseau, Paris, France), 
(Keren (b) et al. 2013, Maupetit-Méhouas et al. 2013).  
Au total, sur nos 1 187 patients, nous avons identifié 5 UPD (0,42%) dont seulement deux 
nous ont permis de faire un diagnostic étiologique (0,17%). Cette fréquence est environ 15 
fois supérieure à celle des UPD estimée dans la population générale (Robinson et al. 2000), 
sachant par ailleurs que nous ne détectons pas, en puces SNP, les hétérodisomies complètes. 
Dans la littérature, les taux d'UPD retrouvées en puces SNP, dans des séries de patients 
adressés pour ACPA diagnostique, sont comparables : de 0,22 à 0,4% pour le taux d'UPD 
total et de 0,14 à 0,24% pour le taux d'UPD de pathogénicité certaine (tableau 33). 








Conlin et al. 2010 2 019 8 / 5 0,40% / 0,24% 
Bruno et al. 2011 5 000 11 / 7 0,22% / 0,14% 
Papenhausen et al. 2011 13 000 38 / 21 0,29% / 0,16% 
 
 
Dans notre série, la détection des UPD permet de faire passer le nombre de diagnostics de 143 
à 145, soit une augmentation de 1,4%. Cette augmentation du taux diagnostique grâce à la 
détection des UPD d'une part, et d'autre part à la détection des régions homozygotes en cas de 
consanguinité, fait préférer les puces SNP, "lorsque cela est possible", à la CGH array, d'après 
les recommandations du Collège Américain de Génétique Médicale (Kearney et al. 2010). 
Selon notre expérience et d'après les données de la littérature, l'augmentation du taux 
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diagnostique est toutefois relativement faible et peut ne pas justifier les efforts nécessaires au 
changement de plateforme pour les laboratoires utilisant la CGH array en routine et ne 
maîtrisant pas les puces SNP. 
 
5.1.5. Interprétation des CNV considérés comme des facteurs de susceptibilité 
Dans notre série, nous avons retrouvé 25 patients porteurs de CNV connus comme étant des 
facteurs de susceptibilité. L'interprétation de ce type de CNV demeure encore difficile et 
représente un raisonnement totalement nouveau pour les cytogénéticiens, habitués à des 
remaniements, soit pathogènes, soit polymorphiques.  
Premièrement, il est mal aisé de classer ces remaniements selon les catégories que nous avons 
initialement établies dans notre base de données (pathogène, non pathogène, transmis, non 
vérifié) ou qui ont été établies par l'ISCA (pathogène, bénin, probablement pathogène, 
probablement bénin, VOUS).  
Dans notre base de données, un même variant a pu être classé de façon différente, selon les 
patients, en fonction de son caractère de novo ou transmis, mais également en fonction des 
données de la littérature au moment de l'identification du CNV. Par exemple, nous avons 
identifié 7 duplications 16p11.2, dont 4 classées comme pathogènes, 1 non vérifiée (donc 
VOUS), et 2 transmises par un parent sain (donc "probablement bénignes"). Pourtant, l'effet 
physiopathologique de cette duplication n'est probablement pas différent, qu'elle soit de novo 
ou transmise ou qu'elle ait été identifiée au début ou à la fin de notre étude : il s'agit d'un 
facteur de susceptibilité, impliqué dans la DI, mais insuffisant à lui seul pour la provoquer. 
Il se pose un autre problème qui est celui des facteurs de susceptibilité qui ne sont pas encore 
caractérisés comme tels dans la littérature. De ce fait, il n'est pas actuellement possible de les 
identifier en utilisant notre arbre décisionnel, et l'anomalie, selon son caractère de novo ou 
transmis, sera interprétée comme l'étiologie de la maladie ou comme probablement bénigne, 
alors que l'on est sans doute devant une cause complexe et multifactorielle. En outre, étant 
donné que ces facteurs de susceptibilité peuvent être portés par des individus en bonne santé, 
ils peuvent être répertoriés dans DGV comme variants polymorphiques et être d'emblée 
classés comme bénins.  
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En effet, le problème principal est celui de la spécificité et de la valeur prédictive de ces 
anomalies en diagnostic : lorsqu'on identifie un facteur de susceptibilité chez un patient DI, il 
nous est actuellement impossible de déterminer si ce CNV est bien en rapport avec le 
phénotype du patient ou s'il est le résultat d'une découverte fortuite, de sorte que le conseil 
génétique chez les apparentés est difficile. D'ailleurs, lorsqu'on découvre actuellement un de 
ces CNV en prénatal ou en néonatal, il est impossible de prévoir si cela entrainera une DI.  
Il demeure un dernier problème, celui de l'information à transmettre par le cytogénéticien au 
prescripteur. L'intérêt clinique de ces réarrangements varie en fonction du risque : certains 
CNV ont un Odds Ratio > 10 comme la délétion 1q21.1 ; d'autres ont un Odds Ratio < 2 
comme la délétion proximale 15q11.2 entre BP1 et BP2, ce qui n'est pas très différent de 
l'Odds Ratio du sexe masculin dans la DI (Malhotra et al. 2012). L'objectif serait donc de 
fixer un seuil à partir duquel l'augmentation du risque et de la valeur prédictive est suffisante 
pour que le patient et la famille en soient informés, mais il n'existe pour le moment aucune 
recommandation sur ce sujet. Pour notre part, nous avons choisi de ne pas rendre les CNV 
considérés comme polymorphiques dans DGV, même s'ils ont par ailleurs été décrits comme 
des facteurs de risque dans certaines études, ces CNV correspondant à des Odds Ratio faibles, 
telle la délétion proximale 15q11.2 (Cooper et al. 2011, Malhotra et al. 2012). Quant aux 
autres CNV, nous les avons considérés, dans le compte-rendu remis aux prescripteurs, comme 
des facteurs de risque, même si cette catégorie n'existe pas pour le moment dans notre base de 
données. Notre attitude sera amenée à évoluer en même temps que les connaissances sur ces 
facteurs de risque et d'éventuelles recommandations quant à leur interprétation.  
 
5.2. Identification de gènes candidats de DI  
Ce travail de recherche de CNV en ACPA diagnostique chez des patients atteints de DI, nous 
a permis d'identifier plusieurs gènes candidats (tableau 34) que nous avons cherchés à valider 
selon plusieurs stratégies (figure 63).  
Figure 63 : stratégies d'identification et de validation des différents gènes candidats de DI de 
notre série. 





Tableau 34 : gènes candidats identifiés, avec le processus physiologique dans lequel ils sont 
impliqués, ainsi que les gènes de la même famille impliqués dans la DI 
gènes processus physiologique commentaires 
CAMTA1 facteur de transcription - 
SP3 facteur de transcription - 
CNTNAP4 
organisation de la densité 
présynaptique. 
famille de CNTNAP2, impliqué dans la DI, les TSA 
et le syndrome de Tourette. 
NUDT12 




STXBP6 fonction présynaptique. 
famille de STXBP1, impliqué dans une 
encéphalopathie épileptique. 
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DOCK8/DOCK10 signalisation cellulaire. 
DOCK8 impliqué dans une famille de DI et 
épilepsie. 
SMARCA2 facteur de transcription. 
même complexe protéique que FMR1, gène de l'X 
fragile. Impliqué dans le syndrome de Nicolaides-
Baraitser. 
NYAP2 signalisation neuronale. - 
ATAD3A/ATAD3B/ATAD3C 
stabilisation des nucléoïdes 
mitochondriaux. 
- 
YWHAE signalisation cellulaire. gène critique du syndrome de Miller-Dieker. 
BUD13 




rétention des ARNm dans le 
splicéosome. 
même complexe protéique que BUD13. 
ATXN10 
survie et différenciation 
neuronale. 
gène impliqué dans l'ataxie spino-cérébelleuse 10 
(SCA10). Cassure identifiée de façon fortuite dans 
une famille de DI, chez les non atteints. 
 
5.2.1. Identification de gènes candidats par les petites délétions de novo 
Deux petites délétions de novo nous ont permis d'identifier 2 gènes candidats de DI : 
CAMTA1 et SP3 qui étaient les seuls gènes délétés. Le fait que des CNV soient de novo est 
reconnu comme un argument fort de pathogénicité (Lee et al. 2007, Kearney et al. 2011). 
Toutefois, ce n'est pas un argument absolu, les CNV de novo survenant dans la population 
générale avec un taux, à chaque génération, de 1,2 / 100 génome (sur des puces de 30 kb de 
résolution), et la plupart du temps sans conséquence pathologique (Itsara et al. 2010). Il est 
donc nécessaire, une fois un gène candidat identifié, de répliquer ce résultat chez d'autres 
patients. Afin de valider la responsabilité de ces 2 gènes dans la DI, nous avons réuni pour 
chacun une cohorte de réplication composée de patients atteints du même phénotype : 47 
patients atteints d'ataxie congénitale +/-DI pour CAMTA1 et 95 patients atteints de DI-NS 
pour SP3. Mais ce séquençage ne nous a pas permis de mettre en évidence de mutation 
délétère.  
Nous considérons tout de même la délétion de CAMTA1 comme pathogène car, du fait de 
notre collaboration avec l'équipe du CHU Dijon, deux autres familles ont été identifiées avec 
des réarrangements intragéniques de CAMTA1 entraînant un stop prématuré, qui ségrégent 
avec la DI des patients. En raison du phénotype de notre patiente ayant un retard de 
développement associé à une ataxie congénitale, les individus atteints des deux autres familles 
ont été réexaminés et une ataxie a été mise secondairement en évidence. Par ailleurs un 
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patient ayant une délétion de CAMTA1 a été rapportée dans la littérature, avec, lui aussi, un 
phénotype de DI et d'ataxie cérébelleuse (Mikhail et al. 2011). Ainsi une délétion de CAMTA1 
a été retrouvée dans quatre familles indépendantes avec un phénotype homogène de DI et 
d'ataxie, ce qui est de notre point de vue un argument majeur pour impliquer CAMTA1 dans 
cette pathologie. De plus, d'autres arguments mineurs vont également dans le sens d'une 
pathogénicité de la délétion de ce gène : il est exprimé préférentiellement dans le cortex 
temporal et le cervelet, ce qui concorde avec le phénotype de DI et d'ataxie (Huentelman et al. 
2011), et aucune mutation provoquant un stop prématuré n'est décrite dans la base Exome 
Variant Server sur plus de 6 500 individus contrôles. Au final, nous considérons donc que 
l'haploinsuffisance de CAMTA1 est bien responsable d'une pathologie associant une DI et une 
ataxie congénitale, même si les mutations ponctuelles dans ce gène sont probablement rares. 
Concernant la délétion de SP3 que nous avons retrouvée chez une patiente DI, il est possible 
que l'absence de mutation délétère dans notre cohorte de réplication soit liée au fait que les 
mutations de ce gène représentent une cause très rare de DI. Plusieurs arguments semblent 
confirmer cette hypothèse : il s'agit d'un facteur de transcription interagissant avec HDAC4, 
lui même impliqué dans la DI, et aucune mutation provoquant un stop prématuré n'est décrite 
chez 6 500 contrôles dans Exome Variant Server, ce qui est en faveur de l'importance 
physiologique de la protéine. Pour confirmer notre hypothèse, le séquençage d'une plus 
grande cohorte de réplication serait nécessaire, car, en l'absence d'un deuxième cas avec 
haploinsuffisance de SP3, nous ne pouvons pas non plus exclure le fait que cette délétion 
pourrait être un variant polymorphique, survenu de novo de manière fortuite, chez cette 
patiente DI. 
Enfin, nous avons retrouvé une délétion de novo emportant les gènes RGMA et CHD2 chez un 
patient atteint de DI, troubles du comportement, épilepsie et microcéphalie à -2DS. Ces deux 
gènes sont de très bons candidats potentiels dans la DI, RGMA étant un répresseur de la 
guidance axonale et CHD2 un facteur de transcription de la même famille que CHD7, le gène 
du syndrome CHARGE. Toutefois, le fait que son frère, également atteint de DI n'ait pas cette 
délétion pose un problème dans la ségrégation de l'anomalie avec la pathologie. Il nous a donc 
paru difficile de rattacher de façon claire un phénotype à cette délétion, et ainsi de recruter 
une cohorte de réplication pour le séquençage. En conséquence, nous ne sommes pas allés 
plus loin dans l'étude de ces deux gènes. Très récemment (juillet 2013), l’équipe de Heather 
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Mefford a retrouvé des mutations hétérozygotes délétères de novo du gène CHD2 chez 
environ 1% des patients atteints d’encéphalopathie épileptique (Carvill et al. 2013). Cela 
confirme que la délétion de notre patient est bien pathogène et probablement responsable de 
l’épilepsie, même si elle n’explique pas la totalité du phénotype. 
Les petites délétions de novo retrouvées en ACPA ont déjà permis d'identifier plusieurs gènes 
de DI comme CHD7, MBD5, ou PCDH19. Dans notre étude, sur trois petites délétions de 
novo, contenant un ou deux gènes antérieurement non décrits comme responsables de DI, 
nous avons identifié un nouveau gène de DI avec ataxie congénitale : CAMTA1. Le caractère 
de novo demeure donc un marqueur important de pathogénicité dans les DI sporadiques. Et il 
est désormais utilisé dans des études de séquençage de l'exome qui recherchent des mutations 
ponctuelles (SNV ou indel) de novo plutôt que des CNV. Vissers et al. (2010) ont séquencé 
l'exome de dix patients ainsi que de leurs parents afin détecter des mutations de novo : cette 
étude leur a permis d'identifier neuf variants de novo, dont six qu'ils ont considérés comme 
probablement pathogènes, en raison du type de mutation et de la fonction du gène touché. 
Cette méthode a également été utilisée dans d'autres pathologies neuropsychiatriques comme 
les TSA (O'Roak et al. 2011) ou la schizophrénie (Girard et al. 2011) et, chaque fois, elle a 
permis d'identifier des variants probablement pathogènes et de bons gènes candidats. 
Néanmoins, dans tous les cas, demeure malgré tout la difficulté de répliquer ces données dans 
des cohortes de patients de même phénotype, étant donné la rareté de ces variants.  
 
5.2.2. Identification de gènes candidats par les petites délétions transmises 
Les petites délétions transmises nous ont permis d'identifier 7 gènes candidats de DI : 
CNTNAP4, NUDT12, STXBP6, DOCK8, DOCK10, SMARCA2, NYAP2. Nous avons 
sélectionné ces gènes parce, pour leur majorité, ils interviennent sur des processus 
physiopathologiques déjà impliqués dans la DI (cf. 1.2.3.2.) et, pour certains, ils possèdent 
d'autres gènes de leur famille responsables de DI (cf. tableau 34). Pour ces gènes, nous avons 
posé l'hypothèse d'une possible mutation ponctuelle sur l'allèle non délété. Cela aurait pu 
expliquer, dans le cas d'une transmission autosomique récessive, que le parent délété soit bien 
portant alors que le cas index est atteint. Mais le séquençage des séquences codantes de ces 
gènes chez les patients délétés n'a pas permis de mettre en évidence de mutation délétère.  
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A partir de ces résultats, nous pouvons émettre, pour chaque gène, différentes hypothèses :  
- la délétion du gène est un polymorphisme rare, et n'est pas impliquée dans la 
pathologie du patient ; 
- l'allèle restant est inactivé mais la cause de cette inactivation n'a pas été mise en 
évidence par le séquençage des séquences codantes (par exemple délétion ou mutation dans 
une séquence de régulation, ou épimutation de l’allèle restant) ;  
- la délétion est bien impliquée dans la DI des patients, mais n'est pas suffisante, à elle 
seule, pour que la pathologie s'exprime. Les patients ont dû être soumis à d'autres facteurs, 
génétiques ou environnementaux, non présents chez le parent transmetteur, pour que la 
pathologie s'exprime. On est alors dans le cadre de facteurs de susceptibilité, de digénisme ou 
multigénisme. Un nombre croissant de pathologies digéniques, n'obéissant pas à une hérédité 
mendélienne monogénique, est désormais décrit, et dans ce cas, apporter la preuve de la 
pathogénicité d'une mutation est très complexe (Schaffer et al. 2013). 
Etant donné que nous continuons d'effectuer en prospectif de l'ACPA diagnostique chez des 
patients DI, nous espérons identifier d'autres patients ayant une délétion de ces gènes afin 
d'avoir des arguments supplémentaires quant à leur pathogénicité. A terme, une base de 
données nationale des CNV retrouvés en ACPA va être mise en place par le réseau national 
d'analyse chromosomique sur puce ADN (réseau Achro-Puce). Cette base de données pourra 
nous aider à identifier certains patients analysés dans d'autres laboratoires, porteurs des CNV 
candidats que nous avons identifiés. 
 
5.2.3. Identification de gènes candidats par les petites délétions homozygotes 
Nous avons identifié une délétion homozygote des gènes ATAD3B et ATAD3C chez une 
patiente atteinte de DI légère et d'un syndrome cérébelleux s'aggravant progressivement.  
ATAD3A est un gène très conservé au cours de l'évolution : en effet, il existe chez les plantes 
et les nématodes. Il s'agit d'une ATPase située dans la membrane mitochondriale et ayant un 
rôle critique dans l'organisation des nucléoïdes mitochondriaux, c'est-à-dire des structures 
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associant protéines et ADNmt. Les gènes ATAD3B et ATAD3C sont des paralogues 
d'ATAD3A apparus chez les primates, au cours de l'évolution (Li et al. 2011). ATAD3B a 93% 
d'homologie avec ATAD3A, et comme ce dernier, il est exprimé dans le cerveau et semble 
avoir une fonction comparable. ATAD3C code pour une protéine tronquée en N-terminal, et 
dont la séquence C-terminale est également différente ; sa fonction n'est pas connue, et il 
n'existe aucune donnée sur son expression tissulaire (base de données Unigene). 
Le phénotype de la patiente nous est apparu comme compatible avec une maladie 
mitochondriale ; nous avons donc posé l'hypothèse de la pathogénicité de cette délétion 
homozygote, avec un mode de transmission AR. Et comme pour SP3 et CAMTA1, nous avons 
voulu répliquer ce résultat en recherchant des mutations dans une cohorte de patients de 
même phénotype. Nous n'avons séquencé qu'ATAD3A et ATAD3B, étant donné l'absence de 
données sur ATAD3C, et n'avons trouvé aucune mutation chez 24 patients ayant une DI et une 
ataxie progressive.  
Dans le même temps, le Dr Lombes (Physiopathologie cellulaire et moléculaire des maladies 
mitochondriales, GH Pitié-Salpêtrière, Paris) a réalisé des études morphologiques sur les 
fibroblastes du patient et a retrouvé un compartiment mitochondrial très anormal, pauvre et 
fragmenté (figure 64). 
Figure 64 : étude du compartiment mitochondrial avec Ac anti MtCO2 en vert. Ce 
compartiment apparait beaucoup plus pauvre et fragmenté chez le patient que chez le 
contrôle (images fournies par le Dr A. Lombes). 
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Etant donné ces résultats, nous avons toujours une forte suspicion de l'implication de cette 
délétion dans le phénotype du patient, mais en l'absence de réplication chez d'autres patients, 
nous ne l'avons pas démontrée. Il est possible que le phénotype soit lié à l'absence d'ATAD3C, 
ou à l'absence concomitante d'ATAD3B et ATAD3C ; dans ce cas, la probabilité de retrouver 
des mutations ponctuelles responsables de la pathologie est faible. Il est toutefois également 
possible que cette délétion soit responsable des anomalies morphologiques mais pas du 
phénotype clinique. Désormais, pour avancer dans l'étude de la pathogénicité de cette 
anomalie, notre objectif est d'identifier, en prospectif, un second patient délété pour ces 2 
gènes, dans le cadre de l'ACPA diagnostique effectuée en routine dans le laboratoire. 
 
5.2.4. Identification de gènes candidats par homozygosity mapping 
L'homozygosity mapping réalisé avec les puces SNP nous a permis de définir des locus 
d'intérêt, où se trouve probablement la mutation homozygote causale de 2 familles 
consanguines, dans l'hypothèse d'une transmission AR.  
Dans la première famille, le séquençage de l'exome des 2 individus atteints, nous a permis 
d'identifier une mutation homozygote du gène BUD13 chez les 2 atteints, présente à l'état 
hétérozygote chez les parents et le frère sains.  
Plusieurs arguments nous portent à croire que cette mutation est délétère :  
- il s'agit d'une mutation non-sens, entraînant probablement une dégradation du transcrit 
par le système NMD et donc une absence d'expression de la protéine ou une expression très 
réduite de la protéine tronquée ; 
- cette mutation est privée, non répertoriée, y compris à l’état hétérozygote, dans les 
bases de données dbSNP, HapMap, 1000 genomes et Exome Variant Server ; 
- 
- aucune mutation entraînant un codon stop prématuré dans BUD13 n'est répertoriée 
dans la base de données Exome Variant Server chez 6 500 individus contrôles. 
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  BUD13 est un gène très conservé depuis la levure, donc ayant probablement un rôle 
physiologique important ; 
Aucune étude fonctionnelle de BUD13 n'a été réalisée chez l'Homme, sa fonction est donc 
mal connue. Mais son homologue chez la levure est une protéine du complexe du 
splicéosome, et donc impliqué dans l'épissage des préARN messagers (Dziembowski et al. 
2004). 
Le splicéosome est un complexe nucléaire formé de ribonucléoprotéines (snRNP), qui sont 
composées de protéines associées à de petits ARN (U1, U2, U4, U5 et U6), et de protéines 
non snRNP (Jurica et al. 2003). Le splicéosome s'assemble sur les préARNm pour effectuer 
l'épissage, comprenant l'excision des séquences non codantes (introns) et la ligation des 
séquences codantes (exons), il en résulte un ARNm mature. Le splicéosome est localisé dans 
le noyau, au niveau des granules interchromatiniennes (ou "speckles" en anglais).  
Chez la levure, BUD13 code pour une protéine non snRNP du splicéosome qui appartient au 
complexe de rétention (complexe RES pour REtention and Splicing) qui permet de maintenir 
les préARNm dans le splicéosome. Son inactivation entraîne un défaut global de l'épissage 
avec accumulation des préARNm et diminution des ARNm matures. Les levures, dont notre 
gène d'intérêt est inactivé, sont viables mais ont un phénotype anormal avec croissance 
diminuée. Par ailleurs, les mutations responsables du syndrome de Cockayne entraînent 
également une perturbation de la transcription des ARNm, ce qui pourrait expliquer certains 
signes cliniques communs à nos deux patients (Cleaver et al. 2013). 
Quelques pathologies humaines constitutionnelles sont connues pour être causées par des 
mutations dans des gènes codant pour des protéines du splicéosome. Il s'agit de certaines 
rétinopathies pigmentaires (rappelons que nos patients ont également une rétinopathie 
pigmentaire) : RP9, RP11, RP13, RP18 et RP33 (Linder et al. 2011) ; et d'une hypotrichose 
liée à des mutations du gène SNRPE (Pasternack et al. 2012). Dans ces derniers cas, 
contrairement à la famille que nous étudions, le mode de transmission est de type 
autosomique dominant, et les mutations sont de type faux-sens, n'altérant que de façon 
partielle la fonction des protéines. Seule une altération partielle de l'épissage de gènes 
exprimés dans la rétine a été retrouvée lorsque certains des gènes de rétinite pigmentaire sont 
inactivés. Le nanisme microcéphalique ostéodysplasique primaire de type I (MOPD1) est 
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également dû à des mutations dans un gène impliqué dans l'épissage. Il existe d'ailleurs des 
points communs entre le phénotype des patients de notre famille et celui des patients 
MOPD1 : RCIU, microcéphalie, difficultés alimentaires, aspect vieilli de la peau, 
brachydactylie et limitations articulaires. Mais le tableau est plus sévère dès la période 
néonatale dans le MOPD1 et la dysmorphie est très différente de celle de nos patients. Cette 
pathologie est causée par des mutations homozygotes ou hétérozygotes composites faux-sens 
du gène RNU4ATAC (Edery et al. 2011), dont la protéine appartient au complexe mineur du 
splicéosome (responsable de l'épissage d'un type d'intron particulier : les introns de type U12). 
Nous avons vérifié l'absence de mutation de ce gène chez nos patients sur nos données 
d'exome. Enfin, un rôle dans la régulation de l'épissage est suspecté pour FMR2, gène 
responsable du retard mental lié au locus FRAXE. Ce gène est localisé dans les granules 
interchromatiniennes et son inactivation in vitro réduit l'activité des ESE (exonic splicing 
enhancer), ce qui pourrait provoquer des défauts de l'épissage alternatif (Bensaid et al. 2009).  
Comme pour CAMTA1, SP3 et ATAD3, une réplication de ces résultats est nécessaire pour 
démontrer l'implication de BUD13 dans la pathologie de nos patients. Nous avons donc 
séquencé BUD13 dans une cohorte de 27 patients Cockayne, non mutés dans ERCC6, étant 
donné certaines similitudes phénotypiques de nos patients avec ce syndrome (régression des 
acquisitions, vieillissement prématuré, microcéphalie, énophtalmie, rétinite pigmentaire et 
opacités cornéennes), bien qu'ils aient également quelques discordances (anomalies 
squelettiques, dysmorphie différente, absence de photosensibilité). Nous avons séquencé aussi 
dans cette cohorte le gène RBMX2 qui est l'homologue d'un gène de la levure, Ist3, qui 
appartient également au complexe RES et dont l'inactivation a pour conséquence le même 
phénotype que l'inactivation de BUD13, c'est-à-dire une croissance diminuée. Mais nous 
n'avons retrouvé aucune mutation délétère, ni dans BUD13, ni dans RBMX2. 
Au final, nous avons donc cette forte suspicion de pathogénicité pour cette mutation non-sens 
de BUD13, sans avoir toutefois réussi à la démontrer. Afin d'avancer, nous proposons :  
- d’inclure d’autres patients ayant le même phénotype que ceux de nos individus atteints 
(et non plus un phénotype de Cockayne) et de séquencer BUD13 et RMBX2. Dans ce but, une 
présentation des patients sera faite lors d'une réunion nationale de génétique clinique, par la 
clinicienne qui les suit, le Dr Odile Boute (CHRU Lille, France) ; 
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- d’étudier en immunofluorescence l'expression cellulaire de BUD13 pour voir s'il est 
bien localisé, comme chez la levure, au niveau du splicéosome (c'est-à-dire dans les granules 
interchromatiniennes). Nous étudierons également en immunofluorescence la morphologie 
des granules interchromatiniennes de nos patients ; 
- de rechercher des anomalies de l'épissage chez nos deux patients en puce d'expression, 
et rechercher les mêmes conséquences que l'inactivation de BUD13 chez la levure, à savoir 
une augmentation du rapport PréARNm / ARNm mature. 
 
Concernant la deuxième famille consanguine, dont les deux frères atteints ont une DI et une 
agénésie du corps calleux, et pour laquelle nous avons fait un homozygosity mapping, l'étude 
en exome, n'a pas permis de retrouver de mutation délétère dans les régions d'intérêt. Nous 
voyons plusieurs hypothèses pour l'expliquer :  
- la mutation causale a été manquée par l’analyse d’exome (région non présente dans le 
kit de capture : intron, région régulatrice, ou à profondeur de séquençage trop faible...) ; 
- la transmission de la pathologie n'est pas AR mais AD avec mosaïque germinale (ce 
qui expliquerait la récurrence alors que les parents sont bien portants). Pour le vérifier, il 
faudrait rechercher une mutation hétérozygote présente chez les deux atteints, absente (ou 
retrouvée avec peu de lectures) chez les parents ; 
- la transmission de la maladie est AR mais avec une mutation hétérozygote composite 
non liée à la consanguinité ; 
- la transmission de la maladie est récessive liée à l'X. 
Nous avons au total 205 variants rares dans cette famille qui seraient compatibles avec l’une 
des trois dernières hypothèses ; aucun ne résulte en un codon stop prématuré. Nous n'avons 
donc pas réussi à mettre en évidence la mutation pathogène de cette famille à ce jour. Notre 
objectif actuel est de réaliser un exome chez d'autres patients atteints de DI et agénésie du 
corps calleux, et d'utiliser les données de notre famille afin de rechercher des mutations 
survenant de façon récurrente dans un ou plusieurs gènes. Cela sera fait dans le cadre du 
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PHRC national ACCREM que coordonne le Dr Héron (Centre de référence national des 
déficiences intellectuelles de causes rares, GH Pitié-Salpêtrière, Paris, France). 
 
5.2.5. Identification d'un gène candidat par caractérisation de translocation équilibrée  
Nous avons identifié une disruption du gène de l'ATXN10, en 22q13.31, causée par une 
translocation familiale 2;22, présente sous sa forme déséquilibrée chez deux sœurs atteintes 
de DI-S, et sous sa forme équilibrée chez une troisième soeur et le père. Le point de cassure a 
pu être caractérisé par une ACPA chez une des deux sœurs atteintes de DI-S porteuses de la 
translocation sous sa forme déséquilibrée, puis par un séquençage du point de cassure chez le 
père. 
Après le séquençage du point de cassure, une petite insertion d'une cytosine a été détectée au 
niveau du point de cassure. Cette cytosine n'est normalement présente que sur le chromosome 
2 normal, mais se retrouve au niveau des deux dérivés de translocation. Cette insertion 
correspond possiblement à une information scar, liée à un mécanisme de réparation par NHEJ 
(figure 65). 
Figure 65 : séquences au niveau des points de cassure sur les chromosomes 2 et 22 et les 
dérivés de translocation. En rouge : régions de microhomologie, présentes à la fois sur le 
chromosome 2 et le chromosome 22. En rouge et gras : la cytosine, présente uniquement 
sur le chromosome 2 normal, et sur les deux dérivés de translocation. 
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ATXN10, qui code pour l'ataxine 10, est le gène de l'ataxie spino-cérébelleuse 10 (SCA10, 
OMIM#603516) qui est une maladie neurodégénérative autosomique dominante, caractérisée 
par un syndrome cérébelleux apparaissant entre 20 et 50 ans et, dans quelques cas, par une 
épilepsie. Une expansion en tandem d'un pentanucléotide (ATTCT)n est présente dans l'intron 
9. La taille de cette expansion varie de 10 à 29 pour les allèles normaux et de 800 à 4 500 
pour les allèles pathologiques (Matsura et al. 2000).  
Une étude neurologique poussée des deux individus porteurs de la translocation équilibrée ne 
montre aucun signe d'ataxie ni d'atteinte neurologique. Une apparition plus tardive de l'ataxie 
ne peut être exclue chez la fille âgée de 23 ans, mais est par contre très improbable chez le 
père âgé de 57 ans, étant donné que la maladie survient avant 50 ans dans les cas décrits. 
ATXN10 est un gène exprimé de façon ubiquitaire, dont la fonction exacte de la protéine est 
actuellement inconnue. Des études réalisées chez le rat ont montré qu'un knock-down par 
ARN interférence provoquait une dégénérescence des neurones cérébelleux, ce qui serait en 
faveur d'un mécanisme de type perte de fonction chez les patients SCA10 (Marz et al. 2004). 
A l'inverse, des études chez des souris null hétérozygotes n'ont montré aucun phénotype 
clinique et anatomo-pathologique, ce qui serait en défaveur d'un mécanisme de type perte de 
fonction chez les patients SCA10 (Wakamiya et al. 2006). Les deux études insistent sur les 
différences biologiques entre le modèle animal et l'Homme, et donc sur la nécessité d'étudier 
des échantillons de patients pour évaluer au mieux l'effet pathologique de l'expansion. Dans 
notre famille, le père et la deuxième fille ont une déficience de ATXN10 à l'état hétérozygote 
mais ont un examen neurologique normal. Cette observation est en accord avec l'étude chez la 
souris et est donc en défaveur d'une haploinsuffisance de l'ataxine 10 humaine provoquée par 
l'expansion du pentanucléotide (ATTCT)n chez les patients SCA10.  
Des expériences récentes sur des lignées cellulaires hybrides somatiques ont montré qu'il n'y a 
aucune interférence sur le niveau de la transcription ou de l'ARNm (Wakamiya et al. 2006). 
Toutes ces données sont en défaveur d'un simple mécanisme de gain ou de perte de fonction, 
ce qui est soutenu par des études se concentrant sur l'effet génomique de la mutation : 
l'expansion du pentanucléotide provoquerait un mésappariement de l'ADN chez la levure 
(Potaman et al. 2003) et dans les lignées cellulaires humaines (Liu et al. 2007), ce qui crée un 
déplacement des origines de réplication de l'ADN et une instabilité génomique (Edwards et al. 
2009), entraînant une probable mort cellulaire.  
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Ainsi, l'ataxie spino-cérébelleuse de type 10 pourrait être liée à des anomalies de structure de 
la chromatine causées par l'expansion du pentanucléotide et non pas à une expression 
anormale du gène ATXN10. L'haploinsuffisance de l'ATXN10, observée chez nos patients sans 
phénotype "SCA10", est en accord avec cette hypothèse. 
Cette translocation, retrouvée dans notre cohorte d'individus DI, est une illustration de la 
possibilité de mieux caractériser un gène sans rapport avec la pathologie initialement étudiée.  
 




Nos résultats montrent l'intérêt d'étudier une cohorte de patients, adressés dans un cadre 
diagnostique, en puces SNP, afin d'identifier de nouveaux gènes candidats de DI.  
Sur notre série de 1 187 patients, nous obtenons un taux diagnostique de 12,3% et nous avons 
identifié dix gènes candidats de DI. Par ailleurs, nous avons également mieux caractérisé, de 
façon fortuite, le rôle physiopathologique d'un gène, ATXN10, sans rapport avec la DI. 
Toutefois, ce travail montre également les limites actuelles de notre stratégie. D'abord, un 
grand nombre des CNV que nous avons retrouvés sont classés VOUS ou "probablement 
bénins", ce qui implique une incertitude quant à leur signification clinique. Il est probable 
qu'un petit nombre d'entre eux soient pathogènes, en association éventuelle avec d'autres 
facteurs génétiques ou environnementaux. Cette limite pourra être surmontée dans l'avenir 
grâce à une meilleure connaissance du génome humain : les publications de la littérature et les 
bases de données publiques, permettre de connaitre de mieux en mieux l'effet des CNV, 
bénins ou pathogènes, d'un nombre grandissant de régions.  
La deuxième limite concerne la validation des gènes candidats de DI, qui repose encore sur 
des techniques de séquençage ciblées, lourdes en termes de charge de travail et coûts réactif. 
Cela nous a imposé, premièrement de limiter notre travail à un nombre restreint de gènes 
candidats, sélectionnés sur des critères stringents, et deuxièmement, de valider ces gènes sur 
des petites cohortes de patients. Or, la grande majorité des gènes de DI ne concernent qu'une 
proportion très restreinte de patients, < 1%. En conséquence, les anomalies que nous avons 
identifiées sur nos gènes candidats, probablement responsables de pathologies très rares, n'ont 
pas pu être répliquées chez d'autres patients DI. A l'avenir, deux évolutions permettront de 
surmonter cette limite : d'abord, l'évolution très rapide des techniques de séquençage, qui 
deviennent de moins en moins coûteuses en personnel et en consommables ; ensuite, la mise 
en place de bases de données publiques de variants retrouvés en NGS dans tous types de 
pathologies. Une base de données de ce type existe déjà : exome variant server, incluant des 
variants retrouvés en exome chez des patients présentant des pathologies cardiaques et 
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respiratoires. Il est probable qu'une ou plusieurs bases de données publiques répertoriant des 
variants retrouvés chez des patients DI voient également le jour dans un futur proche, ce qui 
permettra de faciliter grandement la validation des gènes candidats. On peut par exemple citer 
l'IRDiRC (International Rare Disease Research Consortium) qui a, entre autres, pour objectif 
d'harmoniser et de rendre publique un grand nombre de données, ceci afin d'accélérer la 
caractérisation clinique et moléculaires des maladies rares. 
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Résumé (français) :  
L'analyse chromosomique sur puce ADN (ACPA) tend à devenir le principal examen diagnostique 
dans la déficience intellectuelle (DI). Parmi les techniques d'ACPA, les puces SNP ont l'intérêt de 
pouvoir détecter les pertes d'hétérozygotie, et par conséquent d’identifier les isodisomies 
uniparentales (iUPD) et les zones d'identité liées à la consanguinité. Nous avons étudié une cohorte 
de 1187 patients atteints de DI, dans un cadre diagnostique, sur puces SNP. Nous avons réalisé, par 
cette étude, 145 diagnostics (12%) dont 2 iUPD et 6 délétions n'incluant qu'un seul. De plus, nous 
avons détecté 639 CNV rares non décrits chez des sujets contrôles et incluant des séquences 
codantes, ce qui nous a permis d'identifier 11 gènes candidats dans la DI : CAMTA1, SP3, CNTNAP4, 
NUDT12, STXBP6, DOCK8, DOCK10, SMARCA2, NYAP2, ATAD3A et ATAD3B. Nous avons tenté de 
valider l'implication de ces gènes par séquençage, mais n'avons trouvé de seconde mutation pour 
aucun d'entre eux. Toutefois, des réarrangements de CAMTA1 ont été également retrouvés dans 2 
autres familles avec un phénotype homogène (DI et ataxie congénitale) ce qui nous fait considérer 
avec certitude qu'il s'agit d'un gène de DI. Par ailleurs, l'homozygosity mapping, réalisé en puces SNP, 
a permis d'identifier, par séquençage whole exome, une mutation non-sens homozygote du gène 
BUD13 dans une famille de DI syndromique. Enfin, de façon fortuite, nous avons caractérisé en ACPA 
une translocation familiale entraînant une disruption d'un gène d'ataxie spino-cérébelleuse, ATXN10, 
ce qui a permis de mieux comprendre la physiopathologie de cette maladie. Au total, notre étude 
démontre l'intérêt des puces SNP dans la DI, d'une part en diagnostic et d'autre part pour 
l'identification de gènes responsables de DI.  
 
Title: Intellectual disability: from microarray diagnosis to the identification of candidate genes 
 
Abstract:  
Chromosomal Microarray Analysis (CMA) has become the main diagnostic test in the field of 
intellectual disability (ID). Among CMA techniques, SNP arrays have the advantage of identifying 
losses of heterozygosity in addition to Copy Number Variants (CNVs). Therefore they can detect 
uniparental isodisomies (iUPD) and regions of identity by descent. We screened a cohort of 1,187 
patients with ID, in diagnostic setting, by CMA using SNP arrays. Causal abnormalities, including 2 
iUPDs and 6 deletions comprising only one gene, were detected in 145 patients (12%). Moreover we 
found 639 rare CNVs, absent from control individuals, which included coding sequences. Our results 
allowed us to identify 11 genes possibly involved in or contributing to ID: CAMTA1, SP3, CNTNAP4, 
NUDT12, STXBP6, DOCK8, DOCK10, SMARCA2, NYAP2, ATAD3A and ATAD3B. We then screened 
additional patients with similar phenotypes in order to find a second mutation, but no second 
mutation was identified in any of them. Besides, CAMTA1 rearrangements were also found among 
two other families with homogeneous phenotypes (ID and congenital ataxia), which confirms that 
this gene is involved in ID. Furthermore, thanks to homozygosity mapping made possible by SNP 
arrays combined with exome sequencing, we identified a homozygous nonsense mutation in the 
BUD13 gene, in a family with syndromic ID. Finally we incidentally characterized a familial 
translocation resulting in the disruption of ATXN10, a gene responsible for spinocerebellar ataxia. 
This translocation has helped to better understand the pathophysiology of the disease. Overall, our 
study shows the importance of SNP arrays for the molecular diagnosis of ID and as a tool to identify 
genes responsible for ID. 
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